HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN -Halle, SYVANTE ARRHENIUS -Stockholm, A. ELLIN- 
GER-Frankfurt a.M., G. EMBDEN-Frankfurt a.M., H. EULER-Stockholm, 
H. FISCHER - Miinchen, R. GOTTLIEB - Heidelberg, W. v. GULEWITSCH- 
Moskau, O. HAMMARSTEN-Upsala, 8. G. HEDIN-Upsala, V. HENRIQUES- 
Kopenhagen, M. HENZE-Innsbruck, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, 0. KESTNER- 
Hamburg, F. KNOOP-Freiburg i. Br., L. KREHL-Heidelberg, Wm. KUSTER- 
Stuttgart, CARL TH. MORNER-Upsala, F. v. MULLER-Miinchen, J.P.PAW- 
LOW-St. Petersburg, C. A. PEKELHARING- Utrecht, F. PREGL-Graz, W. 
K. RINGER- Utrecht, E. SALKOWSKI-Berlin, S. P. L. SORENSEN- Kopen- 
hagen, H. STEUDEL-Berlin, H. THIERFELDER-Tiibingen, K. THOMAS: 
Leipzig, H. WIELAND -Freiburg i. Br.. R. WILLSTATTER-Miinchen, A. 
WINDAUS- Gittingen, E. WINTERSTEIN-Ziirich, R. v, ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


A. KOSSEL, 


Professor der Physiologie in Heidelberg. 





Einhundertundzwanzigster Band. 
Erstes, zweites und drittes Heft. 


(Ausgegeben am 1. Juni 1922.) 





Mit 5 Figuren im Text. 





BERLIN und LEIPZIG 1922 


VEREINIGUNG WISSENSCHAFTLICHER VERLEGER 


WALTER DE GRUYTER & CO. 


vormals G. J. Géschen’sche Verlagshandlung — J. Guttentag, Verlags- 
buchhandlung — Georg Reimer — Karl J. Triibner — Veit & Comp. 











EINHUNDERTUNDZWANZIGSTER BAND. 
ERSTES, ZWEITES UND DRITTES HEFT. 


Inhalt. : _. Seite 

Lange, Hermann und Max Simon. , Uber Phosphorsiureausschei- 
dung der Netzhaut bei Belichtung. Mit 2 Figuren im Text 1 
Bogdandy, Stefan y. Zur Chlorbestimmung im organischen Material 380 

Euler, H. vy. und K. Josephson. Versuche mit Saccharomyces 
Marxianus und Oberhefe R. Mit 1 Figurim Text. . .. 42 
Euler, H. vy. und Karl Myrbiick. Zur Kenntnis der Aciditits- 
bedingungen und der Temperaturempfindlichkeit der Sac- 


charase. Mit 2 Figuren im Text Pgh tes ae ee 
Edlbacher, 8. Uber die Proteinsiiuren des Harns. I. Mitteilung. 

2G DEPPPOUIBORNIO iS ee ON a a ee ON 
Kiesel, Alexander. Beitrag zur Kenntnis der Bestandteile der 

Pollenkérner von Pinus silvestris . . . ....... 85 
Felix, K. Uber einen basischen peptonihnlichen Kérper in der 

MONI a's te ee a ee a te a 
Felix, K. Verdauung des Histonsulfates mit Pepsinsalzsiure . . 94 
Spiegel, L. Uber enzymatische Fettsynthese. . ... .. . 103 
Knaffl-Lenz, E. Uber Blutsaccharase und iiber antigene Eigen- 

schaften der Hefesaccharase . ‘ se ., eae 


Steudel, H. und R. Freise. Uber den Nachweis des Vernins . . 126 
Engeland, R. Nachweis und Bestimmung der Monoaminosiuren. 130 


Winterstein, E. und I. Teleezky. Beitrag zur Kenntnis der Be- 
standteile des Safrans. 1. Abhandlung. Uber das Pikrocrocin 141 





Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


R. Eberhard Gro8 (2), Otto RieBer, Emil Abderhalden, Emil 
Abderhalden und Bernhard Zorn, Peter Bergell, H. Pauly und 
E. Ludwig (2), Heinrich Wieland und Otto Schlichting, Hein- 
rich Wieland und Franz Adickes, H. Steudel und R. Freise, 
Hermann Lange, Hans Fischer und Maria Kaan, W. R. Hess, 
O. Schumm und A. Papendieck, Walter Dieter, H. Steudel und 
E. Peiser, N. O. Engfeldt, A. Windaus und K. Weil, William 
Kister (5), H. v. Euler und Karl Myrbiack, Richard Willstiatter, 
Johanna Graser und Richard Kuhn, Richard Willstatter und 
Gabriel Oppenheimer, Hartwig Franzen und Emmi Stern. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie 
erscheint in Banden von 6 Heften. Preis des Bandes 100 Mark. 

Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in 
der Regel am Schlu8 des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Ein- 
gangsdatums mitgeteilt. — Bereits in anderen Zeitschriften veréffentlichte 
Arbeiten, sowie Referate iiber bereits publizierte Arbeiten werden nicht 
aufgenommen. . 

Das Honorar betrigt fir den Druckbogen 100'Mark. Von jeder 
Arbeit werden dem Verfasser 75 Separat-Abdriicke gratis geliefert. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis 
auf weiteres die Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft 
maBgebend. In zweifelhaften Fallen wird der etymologische und inter- 
nationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 
































HEFT I, I und III. 
(Ausgegeben am 1. Juni 1922.) 
Lange, Hermann und Max Simon. Uber Phosphorsiureausschei- 
dung der Netzhaut bei Belichtung. Mit 2 Figuren im Text 
Bogdandy, Stefan v. Zur Chlorbestimmung im organischen Material 


Euler, H. v. und K. Josephson. Versuche mit Saccharomyces 
Marxianus und Oberhefe R. Mit 1 Figur im Text . 


Euler, H. v. und Karl Myrbiick. Zur Kenntnis der Aciditits- 
bedingungen und der Temperaturempfindlichkeit der Sac- 
charase. Mit 2 Figuren im Text 


Edlbacher, 8. Uber die Proteinsiuren des Harns. I. oe 
Die Oxyproteinsiure . 


Kiesel, Alexander. Beitrag zur eis der Bestandtelle i 
Pollenkérner von Pinus silvestris 


Felix, K. Uber einen basischen peptonihnlichen Kérper in der 
Thymusdriise 


Felix, K. Verdauung des Histonsulfates mit Pepsinsalzsiure . 
Spiegel, L. Uber enzymatische Fettsynthese . 


Knaffl-Lenz, E. Uber Blutsaccharase und iiber antigene Rigen- 
schaften der Hefesaccharase . ‘ 


Steudel, H. und R. Freise. Uber den Nachweis des Vernins . 
Engeland, R. Nachweis und Bestimmung der Monoaminosiuren . 


Winterstein, E. und I. Teleezky. Beitrag zur Kenntnis der Be- 
standteile des Safrans. 1. Abhandlung. Uber das Pikrocrocin 





HEFT IV, V und VI. 

(Ausgegeben am 24, Juni 1922.) 
GroB, R. Eberhard. Ein Beitrag zur Kenntnis der Protamine 
Gro8, R. Eberhard. Ein neuer kleiner Autoklav fiir Hydrolysen 


mit scharfer Begrenzung der Erhitzungsdauer. Mit 1 Figur 
im Test . « ane 


RieBer, Otto. Beitriige zur Physiologie des Kreatins . aia 
Abderhalden, Emil. Beitrag zur Kenntnis der Zusammensetzung 
des Seidenfibroins und seiner Struktur 


Abderhalden, Emil und Bernhard Zorn. Uber die Zusammen- 
setzung der Schuppen bei Psoriasis > “yee sees 


Bergell, Peter. Neue Verbindungen von Diaminen 


Inhalt des einhundertundzwanzigsten Bandes. 


Seite 


103 


110 
126 
130 


141 


167 


185 


189 


207 


214 
220 


LEO Le ER ee ie ak, 
Picitekis comet eae eee SEER aa Sy 
BR el nl aa peices CRS 


Wieland, Heinrich und Otto Schlichting. Untersuchungen iiber 
die Gallensiuren. XII. Mitteilung. Zur Kenntnis der 
Ciloidansiure Fae ok ree UR 

Wieland, Heinrich und Franz Adickes. Untersuchungen iiber die 
Gallensiiuren. XIII. Mitteilung. Der Abbau der pated 
biliansiiure. Ein Beitrag zur Ortsbestimmung “ar 

Steudel, H. und R. Freise. Zur Frage nach der Herkunft des 
Kreatins und Kreatinins ' ; ; 

Lange, Hermann. Die Einwirkung es. avons wit ‘die Po 
meabilitiit von Muskelfasergrenzschichten 


Fischer, Hans und Maria Kaan. Uber Eisensalze der een 
phenylmethanfarbstofie und tiber Triphenylpyrrylmethane. 
II. Mitteilung. Uber ee und seine Um- 
wandlungsprodukte Se ee 

Hess, W. R. Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus. Bemer- 
kungen zu der Erginzung von Emil Abderhalden . ' 

Dieter, Walter. Uber das yeh aleg tia ke der Hefe — 
Siureamiden . 


Steudel, H. und E. Peiser. Uber die sechsiisahiioatie III. L Mitteilung 


Seite 


227 


Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen. 


Abderhalden, Emil 207. _ Knaffl-Lenz, E. 110. 
Abderhalden, Emil und Bernhard | Lange, Hermann 249. 
Zorn 214. _ Lange, Herman und Max Simon 1. 
Adickes, Franz s. Heinrich Wie- | Myrbiick, Karl s. H. v. Euler. 
land. | Peiser, E. s. H. Steudel. 
Bergell, Peter 220. RieBer, Otto 189. 


Bogdandy, Stefan v. 30. 


Schlichting, Otto s. Heinrich Wie- 


Dieter, Walter 281. land. 

Edlbacher, S. 71. Simon, Max s. Hermann Lange. 
Engeland, R. 130. Spiegel, L. 1038. 

Euler, H. v. und K. Josephson 42. Steudel, H. und. R. Freise 126, 
Euler, H. v. und Karl Myrbaéck | 244, 

61. Steudel, H. und E. Peiser 292. 
Felix, K. 91, 94. Teleezky, s. E. Winterstein. 
Fischer, Hans und Maria Kaan Wieland, Heinrich u. Otto Schlich- 

267. | ting 227. 

Freise, R. s. H. Steudei. Wieland, Heinrich und Franz 
Gross, R. Eberhard 167, 185. Adickes 232. 

Hess, W. R. 277. Winterstein, E. und J. Teleczky 
Josephson, K. s. H. v. Euler. 141. 

Kaan, Maria s. Hans Fischer. Zorn, Bernhard s. Emil Abder- 


Kiesel, Alexander 85. halden. 








densi e it ATR BS ay Sig on asp * 
Fee en a a aN eae eae 


Pa BNO Bere oN EP De ae Ota OA $s ge Pe als es Sit ee 
SS ee ap st gts tae Nhe ek SD cate ki 





























: Uber Phosphorsiureausscheidung der Netzhaut 
9 OF bei Belichtung. 
4 Von 
Hermann Lange und Max Simon. 


Mit 2 Figuren im Text. 





7 

aa if (Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 

a (Ausgefihrt mit Unterstiitzung der Manfred Bernhard Schiff-Stiftung.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1, Februar 1922.) 

1 

2 =; 


Q I. Einleitung. 

i. Seit der Auffindung des Lactacidogens im quergestreiften 
Muskel ist neben der Milchsiure als anorganische Saure die 
Phosphorsiure in ihrer Bedeutung fiir den Vorgang der Muskel- 
kontraktion Gegenstand der Forschung geworden. Nach den 
Anschauungen Eimbdens sind mit dem Entstehen und Ver- 
: schwinden dieser Siure nicht nur rein chemische, sondern 
; auch physikochemische Anderungen (in den Muskelfasergrenz- 
: schichten) verbunden. Gerade zu Anderungen dieser letzteren 
: Art ist die Phosphorsaure durch ihren héheren Dissoziations- 
; F grad besonders geeignet. 

Die jeweilige GréBe der Phosphorsiureabgabe eines Muskels 
an die ihn umgebende Ringerlésung ist ein Gradmesser fiir 
den Permeabilitiitszustand seiner Grenzschichten. 

Wihrend der ruhende Muskel mit seinen sehr beschrankt 
a durchlassigen Grenzmembranen nur iiuBerst geringe Phosphor- 

siuremengen ausscheidet, steigt die Phosphorsiureabgabe beim 
y arbeitenden und nimmt, wie Embden’) und Adler zeigten, 
beim erschépften Muskel ganz besonders hche Grade an. 





oR aa! 


pee ee cet A aps ap 





1) Diese Zs. Bd. 118, 8. 1 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 
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Die Erscheinungen der Ermiidung gehen also mit einer 
groBen Durchlissigkeit der Grenzschichten parallel. 

Die unmittelbare Quelle der fiir das chemische und physiko- 
chemische Geschehen im Muskel so wichtigen Phosphorsiure 
ist das Lactacidogen. Die Spaltung und der Wiederaufbau 
des Lactacidogenmolekiils sind Vorginge, die mit gréBter Ge- 
schwindigkeit ablaufen; namentlich ist im Kaltbliitermuskel 
die regenerative Phase dieses Prozesses so begiinstigt, daB es 
auch durch starke Ermiidung nicht gelingt, eine Abnahme der 
Betriebssubstanz, des Lactacidogens, festzustellen. 

Erst neuerlich konnten Embden und Lawaczeck}) fir 
den Froschmuskel einen direkten Beweis fiir die Abnahme des 
Lactacidogens im Kontraktionsaugenblick und seinen raschen 
Wiederaufbau erbringen; denn es gelang ihnen, durch plétzliche 
Unterbrechung der chemischen Vorginge mit fliissiger Luft die 
Lactacidogensynthese in einem Augenblick zu unterbrechen, 
wo von dem durch einen Reiz gerade zerlegten Lactacidogen 
ein groBer Teil noch nicht wieder aufgebaut ist. 

Nach den Embdenschen Anschauungen leitet also beim 
Muskel die unter Zerfall des Lactacidogenmolekiils in Freiheit 
gesetzte Saure die Reihe der zur Kontraktion fiihrenden Vor- 
giinge ein und ,in dieser Kette bildet als physikochemisches 
Geschehen die unter der Siurewirkung entstehende plétzliche 
Permeabilititssteigerung vorher beschrankt durchlassiger Grenz- 
schichten ein wichtiges Glied“. 

Entsprechend der Bedeutung, welche nach diesen Unter- 
suchungen der Phosphorsiure fiir die Kontraktion des Muskels 
zukommt, lag die Frage sehr nahe, ob nicht vielleicht auch 
in anderen Organen 4hnliche, an die Bildung freier Phosphor- 
siure gekniipfte Prozesse sich abspielten. 

In erster Linie wurde hierbei an ein Organ gedacht, in 
dem, wie wir annehmen diirfen, die Vorginge der Umsetzung 
von Energie mit noch viel gréBerer Geschwindigkeit verlaufen 
als in der Muskelfaser, an die Retina. 

Lassen sich an der Netzhaut unter der Kinwirkung physio- 
logischer Lichtreize Verinderungen feststellen, als deren Ur- 





‘) Noch nicht veréffentlichte Untersuchungen. 
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sache die Bildung freier Saiure, vielleicht von Phosphorsiure, 
in Betracht kommt? 


Die Ergebnisse derartiger, auf Anregung von Herrn Professor 
Embden vorgenommener Untersuchungen sollen im folgenden 
kurz mitgeteilt werden. 


II. Erste Versuche. 


Von reversiblen chemischen Prozessen, die sich in der 
Netzhaut vollziehen, ist bisher nur die Bleichung des Seh- 
purpurs unter der Einwirkung des Lichtes sicher bekannt. 

Immerhin liegt eine groBe Reihe weiterer Untersuchungen 
auf diesem Gebiete vor. 

So hat man schon lange versucht, itber den H-Ionengehalt 
der taitigen und ruhenden Netzhaut Aufschliisse zu gewinnen. 

Kithne?), welcher mit Lackmus als Indicator einen durch 
Zerreiben von Netzhiuten hergestellten Brei priifte, ebenso 
Chodin?), der frisch entnommene Retina auf lackmusgetriinkte 
Gipsplittchen legte, und andere konnten keine Anderung der 
alkalischen Reaktion feststellen. 

Dagegen fanden italienische Forscher, unter ihnen be- 
sonders Angelucci*’) und Lodato’), die Phenolphthalein als 
Indicator benutzten, deutliche Reaktionsunterschiede zwischen 
Licht- und Dunkelnetzhiuten. 

Rochat?), welcher mit anderer Methodik arbeitete, konnte 
diese Befunde nicht bestitigen. 

Als erster hat Dittler*) die Frage der Siurebildung bei 
Belichtung der Netzhaut mit einwandfreier Technik untersucht. 

Er konnte zeigen, da® unter dem Einflusse des Lichtes 
von einer isolierten Froschnetzhaut Stoffe an die Umgebungs- 
fliissigkeit abgegeben werden, die eine schwach alkalische 
Phenolphthaleinlésung zu entfirben vermégen. 


) W. Kiihne, Zur Photochemie der Netzhaut. Berichte der Sitzung 
des Naturhistorisch-Medizinischen Vereins zu Heidelberg, Januar 1877. 

*) Zitiert nach L. Garten, Veriinderungen der Netzhaut durch Licht, 
S. 210. 


3) A. a. O. S. 120 wu. ff. 
*) Dittler, Uber die chemische Reaktion der isolierten Frosch- 
netzhaut. Pfliigers Arch. Bd. 120, S. 44, 1907. 


1* 
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Besonders schén geht diese Tatsache aus Dittlers’) 
histologischen Untersuchungen iiber die Zapfenkontraktion 
hervor. Er hoffte, bei isolierter Belichtung eines Teiles der 
Netzhaut unter Abschirmung des Restes an den lichtgetroffenen 
Partien Kontraktion der Zapfen, an den_lichtgeschiitzten 
dagegen noch die Ausgangsdunkelstellung im _histologischen 
Bilde vorzufinden. 

(Die isolierten Netzhiute befanden sich in Schiilchen, die 
mit wenig Ringerlésung gefiillt waren.) 

Zu seiner Uberraschung trat das erwartete Ergebnis aber 
nicht ein, sondern es war auch an den verdunkelten Netzhaut- 
stellen vdéllige Hellstellung der Zapfen zu beobachten; immer 
war, auch wenn nur ein geringer Abschnitt der Netzhaut unter 
Lichtwirkung gestanden hatte, die ganze Retina in Licht- 
stellung iiberfiihrt. 

Wenn Dittler in die gleiche Fliissigkeit, in welcher 
vorher eine Netzhaut belichtet war, nun eine neue mit guter 
Zapfenstreckung brachte, so trat auch bei dieser, ohne daB 
eine Belichtung stattfand, alsbald véllige Hellstellung ein. 

Dittler brachte seine histologischen Befunde mit der von 
ihm beobachteten Entfairbung schwach alkalischer Phenol- 
phthaleinlésung in Zusammenhang; er nahm nimlich an, daB 
bei der Belichtung Stoffe sauren Charakters entstiinden, die 
durch die Suspensionsfliissigkeit rasch zu allen Abschnitten 
der Netzhaut gelangten und dort als Reiz wirkten. 

Offenbar war Dittler hier bereits einer Siure auf der 
Spur, welche im chemischen Geschehen des Sehprozesses eine 
Rolle spielt und von der sehr geringe Mengen bereits geniigen, 
um Zapfenkontraktion an der Netzhaut hervorzurufen. 

Mit diesen Feststellungen von Dittler sind eine Reihe 
von Fragen aufgeworfen, deren eine die nach dem Charakter 
der hier biologisch so wirksamen Siure ist. 

Namentlich aber lag es nahe, Beziehungen zu suchen 
zwischen den bei der Muskelkontraktion und der Netzhaut- 
erregung sich abspielenden Vorgingen. 





1) Dittler, Uber Zapfenkonzentration an der isolierten Netzhaut. 
Pfliigers Arch. Bd. 117, S. 295, 1907. 
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Trat nicht vielleicht ebenso, wie bei der Muskelkontraktion 
auch bei der Erregung der Netzhaut eine mit Phosphorsiure- 
austritt verbundene Permeabilititssteigerung auf? 


Unsere ersten Versuche, die hier nur dem Ergebnis nach 
angefiihrt seien, brachten hierfiir schon Anhaltspunkte. 

Die Frage, ob Licht sehr starker Intensitit imstande ist, 
an in Ringerlésung suspendierten Froschnetzhiuten zum Aus- 
tritt von Phosphorsiiure zu fiihren, wurde schon durch diese 
Versuche im positiven Sinne entschieden. 

Belichtet man isolierte Froschnetzhiute mit dem an kurz- 
welligen Strahlen reichen Licht der Quarzlampe, so fiihrt be- 
reits eine Kinwirkung von wenigen Minuten zu einer erheb- 
lichen Ausscheidung von Phosphorsiure, eine Erscheinung, die 
wohl als Ausdruck vermehrter Durchlassigkeit von Zellgrenz- 
schichten fiir Phosphorsaure, vielleicht auch als Anzeichen 
vermehrten Auftretens anorganischer Phosphorsiure in der 
Netzhaut anzusehen ist. 

Die GréBe der Phosphorsiureausscheidung ist erheblich 
genug, um bei entsprechender Methodik auch nephelometrisch 
ihrer Menge nach ermittelt werden zu kénnen. 

In den erwihnten Versuchen hérte der Saiureaustritt nach 
dem Aussetzen der Belichtung nicht wieder auf; wohl infolge 
der iibermaéBigen Intensitét war die Permeabilititssteigerung 
nicht mehr reversibel (vgl. unten S. 7). 

Es wurde deshalb zunichst das Verhalten von Netzhauten 
unter weniger starken Lichtreizen untersucht. 

Es zeigte sich, da& auch Licht weit geringerer Starke 
(benutzt wurde eine Osramlampe, 300 Kerzen, 80cm Ent- 
fernung) unter Zwischenschaltung eines Wasserfilters, das jede 
Erwarmung der Netzhiute verhinderte, geniigte, um bei den 
Netzhiuten eine Phosphorsiureausscheidnug hervorzurufen. 

Indessen gelangen diese Versuche nicht regelmaBig. Die 
negativen Ergebnisse erschienen uns durch methodische Ver- 
schiedenheiten zunichst nicht erklirbar. Erst durch folgende, 
an Karpfennetzhiuten angestellte Versuche wurden wir auf 
den richtigen Weg gefihrt. 
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Karpfennetzhiute lassen sich ihrer erheblichen GréBe 
wegen leichter als solche vom Frosch priparieren und zeigen 
natiirlich auch bei der Belichtung unter Anwendung miglichst 
geringer Mengen von Ringerlésung stiirkere Phosphorsiure- 
ausscheidung.?) 

Wir gingen hierbei folgendermafen vor: Die benutzten 
Tiere wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn in einem vollig 
vor Licht geschiitzten Bassin gehalten, das sich in einem 
Dunkelzimmer befand. Die Priparation erfolgte bei ganz 
schwachem, spektroskopisch gepriiftem roten Licht. Nach Durch- 
trennung des Sehnerven und der Augenmuskeln wurde der 
Bulbus, ohne stirkeren Druck auszuiiben, enukleiert. Bei 
allen MaBnahmen wurde darauf geachtet, daB die vordere 
Bulbushilfte immer dem roten Lichtschein abgewendet war, 
wodurch eine direkte Belichtung vermieden wurde. 

Dann wurde der Bulbus durch zirkulaéren Schnitt hart 
am Limbus corneae eréffnet und nach vorsichtiger Entfernung 
der Linse der Skleralbecher, in welchem die Retina noch un- 
berithrt gelegen war, in ein gréBeres Schilchen mit etwa 
50 ccm isotonischer Ringerlésung versenkt. Es wurde daraut 
gesehen, daf die Ringerlésung mit dem Zimmer, in dem sich 
die Tiere vorher befanden, gleich temperiert war. 

Fiir die leichte Ablésung der Netzhaut war es wesentlich, 
daB der Sehnerv an seinem Eintritt besonders exakt ab- 
getrennt war. Nun wurde unter vorsichtigem Flottierenlassen 
die Netzhaut aus dem Scleralbecher geschwemmt, was meistens 
gelang, wenn der Sehnerv scharf abgetrennt worden war. Eine 
mechanische Quetschung der Netzhaut, etwa durch Anfassen 
mit der Pinzette, muBte natiirlich vermieden werden. Zum 
Schlu8 wurde die Netzhaut in das Versuchsgefi8 iibergefiihrt. 

Dieses war ein kleiner Glastrichter, der nahe itiber dem 
Boden yon einer mit feinen Léchern versehenen Glasplatte 
durchquert war, auf welcher sich 4—6 Froschnetzhiute oder 
eine Karpfennetzhaut bequem ausbreiten konnten. 





1) Wir verwendeten fiir diese Versuche eine Ringerlésung vom 
Gefrierpunkt —0,52°. (Héber, Physikalische Chemie der Zelle und 
der Gewebe, 4. Aufl., 1914, S. 38). 
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Die genau gemessene Suspensionsfliissigkeit betrug 3 oder 
4 ccm; sie wurde in Abstainden von 15—30 Minuten gewechselt. 

In einem gemessenen aliquoten Teil wurde die vorhandene 
Phosphorséure nephelometrisch bestimmt. Es zeigte sich, dab 
die Isolierung der Netzhaut, wenn sie auch mit aller Vorsicht 
ausgefiihrt wird, von einer starken Phosphorsiureausscheidung 
begleitet ist; augenscheinlich handelt es sich um eine Folge 
des Priparationsreizes. 

Auch die mit gré8ter Sorgfalt behandelten Retinae wiesen 
im Dunkeln eine nicht unerhebliche Phosphorsiureausscheidung 
auf, welche erst allmahlich abklang und schlieBlich fir be- 
stimmte Zeitriume ganz aufhérte, ein Verhalten, das dem des 
isolierten Froschmuskels entspricht. 

Nach beendeter Priparation der ersten Karpfennetzhaut 
wurde sofort die zweite in gleicher Weise verarbeitet. 


Versuch 15. 22. Dezember 1920. 
A. 


2'° Priiparation der ersten Retina, die zunichst im Dunkeln ge- 
halten wird. Mehrmaliger Wechsel der Ringerlésung bis 2*°. 


H,PO, mg °/, 

3'° Wechsel der Ringerldsung. . . . . 0,04 
345 a : . eee Ge 
41s E ‘ “ Soke Loose ae 
445 , ‘ * ‘oe 
515 P ¥ : als | Se 
546 e os in oe 
615 e ” " lee; 
645 ti P f ots, ne 
780 . 7 * tae vera 

gis e A ‘i . a hata ee 


8*—9°° belichtet mit Osram 350 Kerzen, Entfernung 60 em. Wirme- 
filter. Sehpurpur nach */, Stunden noch nicht ganz gebleicht. 


: H,PO, mg °/, 
9° Wecehsel der Ringerlésung. . . . . 0,03 
Im Dunkeln bis 
9*° Wechsel der Ringerlésung. . . . . 0,01 
10% ad % - a ee 








Ce a iid hes 
2+ ASA te Sa a 
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Es ist ohne weiteres ersichtlich, daB das Licht zu einer 
sehr deutlichen, im Dunkeln wieder ganz verschwindenden 
Phosphorsaureausscheidung fiihrt. 

Dagegen ergab der Parallelversuch am anderen Auge: 


Versuch 15. 
B. 


Priparation um 2%. Die Retina wird zunichst im Dunkeln ge- 
halten. Mehrmaliger Wechsel der Ringerlésung bis 2*°. 


H,PO, mg °/, 


315 Wechsel der Ringerlésung. ... . 0,04 
gas c 2 a 
41s é 2 vay. =i 
44s . “d eee cy 
515 _ a . ce eo. Sie 
5s - i * Fn ok as 
6 ‘s - mr a ee a 
645 2 a eeereroer 
730 fs * i \ Digit a eae Se 
gis S # ‘ Ligaen ae 
aid ee en eS 


Belichtet mit Osram wie A. 


9*° Wechsel der Ringerldsung. . ... 0 
10° - - - ee: ee ee: 


Hier kam es auf den gleichen Lichtreiz hin also nicht 
zu einer erkennbaren Phosphorsaureabgabe. 

Der einzige Unterschied, der zwischen den beiden Netz- 
hiuten bestanden hatte, war der, daB an der Netzhaut A ein 
Stiickchen Pigmentepithel haften geblieben war, was bei B 
nicht der Fall gewesen war. 

Es entstand daher sofort die Frage: 

Ist die Anwesenheit des Pigmentepithels fiir das Zustande- 
kommen der Phosphorsiurebildung notwendig? 


III. Vergleichende Versuche an der isolierten totalen Netzhaut 
des Frosches und am isolierten Neuroepithel. 


Versuche an der totalen Retina. 


Das Hauptergebnis der in diesem Abschnitt mitgeteilten 
Versuche sei der Einzelschilderung gleich vorangestellt: 
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Es gelingt an groBen Exemplaren von totalen 
Einzelnetzhiuten jedesmal durch Belichtung eine 
voribergehende Phosphorsiureausscheidung hervor- 
zurufen, welche mit der Verdunkelung aufhért, um 
bei erneuter Belichtung wieder einzusetzen. 

Methodik: Bei Reduktion der Suspensionsfliissigkeit aut 
0,3 com und bei Auswahl besonders grofer Froschexemplare 
wurden die Phosphorsiurekonzentrationen groB genug, um 
unter Verwendung einer einzigen Netzhaut nachgewiesen werden 
zu kénnen. Es wurde teils von Dunkeltieren, teils von Hell- 
tieren ausgegangen; im ersteren Falle erhielt man leicht das 
isolierte, pigmentfreie Neuroepithel, im letzteren die totale 
Retina. 

Nach erfolgter Offnung des Bulbus, wobei der Schnitt hart 
am Limbus gefiihrt wurde, um die Netzhaut nicht zu verletzen, 
und — wie friiher — der Opticuseintritt jedesmal entfernt 
ward, wurden die Scleralbecher in ca. 30 ccm Ringerlésung 
gebracht, die mehrfach in ganz kurzen Abstanden erneuert 
wurde. 

Die Sclera wurde an einer Stelle, von der sich das 
Pigmentepithel spontan gelést hatte, mit der Pinzette gefaBt, 
und es gelang meist durch sanftes Flottierenlassen, das mit 
dem Pigmentepithel véllig verbundene Neuroepithel aus dem 
Scleralbecher zu driingen. Das fertige Priparat wurde dann 
gleichzeitig mit dem Kontrollpriparat, das in derselben Weise 
gewonnen war, in einen ganz schmalen Porzellantiegel gebracht, 
die Uberfiihrungsfliissigkeit abgesaugt und die Netzhaut mit 
0,3 com Ringerlésurg bedeckt. 

Diese Fliissigkeit wurde bei beiden, im’ Dunkeln befind- 
lichen Augen in bestimmten Abstiinden so oft gewechselt, bis 
sle keine Phosphorsiure mehr enthielt; doch wurde in einer 
Reihe von Fallen auch unmittelbar nach Herstellung der 
Priparate die erste Belichtung vorgenommen, wobei éfters die 
beiden Netzhiute abwechselnd als Dunkelkontrollen dienten. 

Die ausgeschiedene Phosphorsiuremenge wurde wiederum 
nephelometrisch bestimmt. 

Von den Versuchen seien hier einige mitgeteilt: 


Wi grees. ae 


ig ie 7 fib a iP: aie ale 
nO ateg tet tae Ean neue 
teilka Sy eee *e Soa ipa ae 
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Versuch 64. 14. Februar 1921. 


Sehr groBer bayrischer Frosch; totale Retina, gewonnen vom 
Helltier; Lichtquelle: kleines elektrisches Bogenlimpchen; Wasserfilter; 
Distanz 100 cm. 


Tabelle 1. 


A = linke Retina. 
B = rechte Retina. 





























A B 
Fei msi pais occeinitccninaceiae somaanciaeacamand 
= Belichtung Hs PO, Belichtung | H;PO, 
mg fo | mg “lo 

6°°—6?0 Im Dunkeln 0,08 Belichtet 0,12 
620 64° Belichtet 0,12 Im Dunkeln 0,02 
649700 Im Dunkeln __ 0,08 “ 0,01 
700745 * 0,02 ‘ 0,01 
745__ 905 - 0 - 0 
8°5— 825 Belichtet 0,07 Belichtet 0,08 
82584 Im Dunkeln 0,04 Im Dunkeln 0,08 
g 15.95 a 0,02 D 0,01 
g05__g2% 3 0,01/0 ss 0 


Bemerkung. Um 8° war bei beiden Priparaten eine schwache 
Regeneration des vorher véllig geblichenen Sehpurpurs sichtbavr. 

Betrachtet man die Tabelle zuerst in senkrechter An- 
ordnung, so weist jedes Priparat auf den Lichtreiz hin eine 
Erhéhung seiner Phosphorsiureabgabe auf; bei der Netzhaut B, 
die gleich im Versuchsbeginn belichtet wird, superponiert sich 
der Lichtreiz auf den noch erheblich wirksamen Priparations- 
reiz. Im Dunkeln nimmt bei beiden Netzhiiuten die Phosphor- 
siiureausscheidung ab, um schlieBlich ganz aufzuhéren. 

Bei der nun vorgenommenen zweiten Belichtung zeigen 
beide Praparate wieder eine Phosphorsiiurebildung, welche fast 
von der gleichen GréSenordnung wie bei der ersten Belichtung 
ist. Auch diese zweite Phosphorsiureausscheidung klingt im 
Dunkeln bei beiden Netzhiuten wieder vollkommen ab. 

In wagrechter Reihenfolge betrachtet, zeigt die obige 
Tabelle, daB zu einer Zeit, wo A seine héchste Ausscheidung 
erreicht (von 6°—6*°), diese bei B im Dunkeln nur 3/, des 
A-Werts betrigt. 
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Ganz besonders sei auf die Tatsache hingewiesen, daB nach 
der ersten Belichtung wihrend des folgenden Dunkelaufenthalts 
sich eine schwache Regeneration des Sehpurpurs bemerken lief. 

Dieser vollig eindeutige Ausfall des Versuchs lieB sich nun 
auch wiederholen, wenn man Licht von geringerer Intensitit 
wihlte. 


Ks wird im weiteren Verlauf noch ein Versuchsbeispiel 
mitgeteilt werden, in dem Licht vom spiten Winternachmittag, 
also von fast dimmerungsartigem Charakter, geniigte, um zu 
einer sehr deutlichen Vermehrung der Phosphorsiureausschei- 
dung zu fiihren. (Siehe Tabelle 5, Versuch 67, S. 15.) 

Hier sei zuniichst ein Versuch wiedergegeben, in dem als 
Lichtquelle diffuses Tageslicht bei bedecktem Himmel diente. 


Versuch 65. 15. Februar 1921. 


Sehr groBer bayrischer Frosch. Helltier. Totale Retina. 
Tabelle 2. 

















A B 

Zeit ass; aiemmaaees ied Gas 22m 
, Belichtung | HsPO |  Betichtung H,PO, 
Bihan Se...) Dee TE. 3 

10%°— 10*° Im Dunkeln 0,09 Belichtet 0,11 
10°°—11' ‘ | 0,05 Im Dunkeln 0,05 
115113 i 0,02/0,01 ‘ 0,01 
1195 1155 Belichtet 0,04 Belichtet 0,03 
11°5—12'5 Im Dunkeln 0,03 Im Dunkeln 0,02 
12% 1985 : 0,01/0,00 2 0,01 

12551255 Belichtet 0,02 ” 0 





Die geschilderten Lichtwirkungen sind also auch bei An- 
wendung von diffusem Tageslicht, allerdings nicht in dem 
gleichen Ausma8 wie bei starkeren Lichtreizen, aber durchaus 
deutlich erkennbar. Auf die absolute Menge der frei gewordenen 
Phosphorsiure ist kein groBes Gewicht zu legen, da sie von 
mehreren Faktoren abhiingig ist, insbesondere der GréBe und 
dem jeweiligen Zustand der Netzhaut, sowie von der Linge 
der einzelnen Perioden; es sind deshalb nur die Unterschiede 
in der Ausscheidung bei Belichtung und im Dunkeln von 
Belang. 
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Es ergibt sich also aus den Versuchen dieses Ab- 
schnitts, daB die frische Retina, die im Zusammen- 
hang mit dem Pigmentepithel steht, im Dunkeln weit 
weniger Phosphorsiure ausscheidet als bei mehr oder 
weniger starker Belichtung. 

Wird die belichtete Netzhaut wieder ins Dunkle 
gebracht, so laBt die Phosphorsiureausscheidung nach, 
um schlieBlich minimale Werte zu erreichen oder sich 
iberhaupt dem Nachweis zu entziehen. Erneute Be- 
lichtung fihrt zu abermaliger Steigerung der Phos- 
phorsiureausscheidung, die nach dem Aufhéren der 
Lichteinwirkung wieder verschwindet. 


Versuche an Netzhiuten ohne Pigmentepithel. 


Im folgenden lernen wir einen Versuch kennen, wo die 
Anspruchsfihigkeit auf eine zweite Belichtung etwas abgeindert 
erscheint. 

Versuch 73. 21. Februar 1921. 

GroBer bayrischer Frosch. Helltier. Totale Retina. 


Tabelle 3. 





A B 


ae enemies 2 Ta po | Bemerkungen 
Belichtung = °) ‘ | HaFO, 
0 


12251235] Belichtet | 0,08 |ImDunkeln| 0,01 





Bei B hat sich 
ein groB. Teil 
des Pigments 
| abgelést. 
12°5—1248 | Im Dunkeln | 0,02/3 | Belichtet | 0,02/3 
125°_1° Wie. Im Dunkeln 0 A, Sehpurpur 
regeneriert; 
roter Anflug. 
B, nicht. 


1%— 14 Belichtet 0,03 Belichtet . 0,01 | Bei B hat sich 
| | das Pigment 
voll. abgelést. 











Die beiden Praparate unterscheiden sich, wie aus den 
Bemerkungen in Tabelle 3 hervorgeht, dadurch, daB A die 
Pigmentschicht noch im vollen, natiirlichen Zusammenhang 
besaB, wihrend diese sich bei B schon bei Versuchsbeginn 
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zufallig teilweise lockerte und sich im Verlaufe des Versuchs 
ginzlich abléste. Dementsprechend war nach der Dunkel- 
periode bei A eine Regeneration des Sehpurpurs zu erkennen, 
bei B nicht. 

Man sieht, wie der Effekt der ersten Belichtung bei B 
geringer ist, und auffallig ist dieser Unterschied auch bei der 
zweiten Belichtung. Es liegt natiirlich nahe, die beobachtete 
Tatsache, daB sich im Laufe des Versuchs das Pigment vdllig 
vom Neuroepithel liste, dazu in Beziehung zu bringen. 

Die folgenden Versuche bringen hieriiber Aufklarung: 

Zu diesen Versuchen wurden Frésche mit guter Dunkel- 
stellung gewihlt Hier gelang es leicht, das Neuroepithel von 
dem in vivo weit zuriickgezogenen Pigmentepithel ohne Schi- 
digung vollstandig zu trennen. 

Im iibrigen war die Versuchstechnik genau die bisherige. 


Versuch 66. 15. Februar 1921. 
GroBer bayrischer Frosch. Dunkelstellung. Neuroepithel. 




















Tabelle 4. 
ak. B 
Zeit nines we A ae 
; | H,PO, a | H,PO, 

| ee ee ae 
10%—107 | Im Dunkeln 0,05 Belichtet | 0,08 
10?7—10%° " | 0,04 Im Dunkeln | 0,07 
103910! a | 0,08 e | 0,05 
1051— 11° , 0,02 0,08 
11984117 s 0,01 ‘J 0,01 
1119113! Belichtung | 0,03 " '  0,01/0 
11%4—11* Im Dunkeln | 0,02 Belichtet | 0 
11441156 - 0,01 “ | 0 
12%—1212 Belichtung | 0,01 | 








Vergleicht man diese Tabelle mit den vorher- 
gehenden, so erhellt sofort, daB bei der ihrer Pigment- 
schicht entkleideten Retina eine zweite Belichtung 
gar keinen nachweisbaren HinfluB auf die Bildung 
freier Phosphorsiure mehr hat. Was im vorigen Versuch 
bereits angedeutet war, ist hier ganz ausgesprochen der Fall. 
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Durch diese Versuchsanordnung werden auch die 
oben kurz erwihnten, scheinbar negativen Befunde 
aufgeklairt; es sei nur an Versuch 15 (S. 7) erinnert: Die 
eine Karpfennetzhaut, welche noch im Besitz ihres Pigment- 
epithels war, hatte bei der Belichtung eine Phosphorsaure- 
ausscheidung gezeigt, die andere pigmentlose aber nicht. An- 
gesichts der damals noch nicht durchgebildeten Technik liegt 
es nahe, anzunehmen, daB der initiale Praparationsreiz bereits 
maximal war und nur in einer pigmenthaltigen Retina wieder 
eine gewisse Regeneration stattfinden konnte. Bei der sicher 
besseren Technik, mit welcher Versuch 66 ausgefiihrt wurde, 
wird auch die pigmentlose Retina durch den Priparationsreiz 
nicht so stark alteriert, daf& ihr nicht fiir eine einmalige Be- 
lichtung geniigend Anspruchsfahigkeit geblieben wire; indessen 
wird diese durch einen maximalen Lichtreiz dann auch vollig 
aufgehoben. 

Neben dem Resultat, daB die pigmentlose Netzhaut auf 
eine zweite Belichtung nicht mehr reagiert, ist als weitere 
Tatsache festzustellen, daB, wie aus den bisherigen 'T'abellen 
hervorgeht, bei der pigmentlosen Netzhaut das Abklingen der 
Phosphorsiureausscheidung nach dem Priparationsreiz und dem 
Lichtreiz in einem viel langsameren Tempo erfolgt als an der 
pigmenthaltigen. Im einzelnen wird auf diese Beobachtung 
noch eingegangen werden. 

War nun das Fehlen der Phosphorsiureausscheidung bei 
der zweiten Belichtung eine konstante Erscheinung bei pigment- 
losen Netzhiuten? Diese Frage konnte durch eine Reihe von Ver- 
suchen im bejahenden Sinne ganz eindeutig entschieden werden. 
Ks seien nur einige dieser Versuche angefiihrt (s. 2. B. Tabelle 5). 

Wie der Versuch ergibt, ist auch bei Anwendung stirk- 
ster Lichtintensitit ein zweiter Lichtreiz unwirksam. 

Kine giinstige Gelegenheit, das charakteristisch verschie- 
dene Verhalten der Netzhaut mit und ohne Pigmentepithel am 
gleichen Tier zu untersuchen, bot Versuch 77. 

Wahrend hier bei der Priparation die Retina A sich gut 
von ihrem Pigment befreien lieB, blieb dieses bei der Retina B 
etwa zu einem Drittel noch in Kontakt mit der Neuroepithel- 








Versuch 67, 
GroBer bayrischer Frosch. Dunkelstellung. Neuroepithel. 


Tabelle 5. 


Uber Phosphorsiiureausscheidung der Netzhaut bei Belichtung. 


15. Februar 1921. 
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Zeit 
coe 


5 14__26 


5 28__5,40 
542__ 554 
555__ 607 


697 618 





A 


Belichtung 


Im Dunkeln 


Belichtet 
(Abendsonne) 


Im Dunkeln 


”? 


”? 


Belichtet 
(Bogenlampe) 





| 

















B 
H,PO, | | | H,PO, — 
mg o, Belichtung mg o/, i 
0,03 Belichtet | 0,09 
(Abendsonne) | 
0,10 Im Dunkeln 0,06 
0,05 : 0,03 
0,03 ” 0,02 
0,01 z 0,01 
0,01 Belichtet 0 
(Bogenlampe) 





schicht. Die iibrigen zwei Drittel rollten sich iiber der Stib- 
chenschicht zusammen. 

Nach den bisherigen Versuchsergebnissen muBte man er- 
warten, daB die Netzhaut, die noch mit Pigmentepithel ver- 
sehen war, bessere regenerative Kigenschaften aufweisen wiirde 


als die andere, véllig pigmentfreie. 


Versuch 77. 


22. Februar 1921. 


Bayrischer Frosch (Dunkelstellung bei B unvollkommen). Pigment 
haftet bei B zu 1/, an der Neuroepithelschicht. 


Tabelle 6. 





Zeit 


11481133 
11% 115 
115°_1907 
12°7_19% 
1222497 


107 122 
122__1 37 








A 


Belichtung 


Im Dunkeln 
Belichtet 
Im Dunkeln 


” 


(/, Stde.!) 
Im Dunkeln 
Belichtet 











| 











B 
. H,PO, 
Bates | Se 
Im Dunkeln | 0,01 
Belichtet 0,06 
Im Dunkeln 0,03 
0,01 
[0,03] 
” 0 
Belichtet 
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Wie aus der Tabelle 6 hervorgeht, geniigt bereits der 
Zusammenhang mit einem Teil der Pigmentschicht, um die 
Kmpfindlichkeit der Netzhaut fiir eine zweite Belichtung in die 
Erscheinung treten zu lassen. SBeim isolierten Neuroepithel 
la8t sich wiederum keine Spur von Vermehrung der Phosphor- 
siureausscheidung nach der zweiten Belichtung erkennen, im 
Gegenteil, es geht wihrend dieser Belichtung die Phosphor- 
siureabgabe gegeniiber der letzten, gleich langen Dunkelperiode 
weiter zuritck. 

Am SchluB der 6. Periode (um 17?) war bei B eine sicht- 
bare Regeneration des Sehpurpurs noch nicht zu erkennen. 
Hervorgehoben sei das auch in diesem Versuch ausgesprochen 
raschere Absinken der Phosphorsiureausscheidung der mit 
Pigmentepithel versehenen Retina nach dem Aufhéren des 
Lichtreizes. 

Leicht zu iiberblicken sind diese Tatsachen in den beiden 
Kurven, Fig. 1 und Fig.2. In Fig. 1, die dem obigen Versuch 64, 
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Tabelle 1, entspricht (siehe auch S. 10), ist die Reaktion einer 
totalen Retina auf drei Reize dargestellt. Die Abszisse gibt 
die Zeit in Minuten, die Ordinate die Phosphorsiureausschei- 
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dung in mg°/, der Ringerlésung wieder. Die Erhebung der __ 


Phosphorsaureausscheidung auf 0,08 mg°/, ist der Ausdruck 
des Priparationsreizes (Pr. der Figur). 

Noch bevor dieser abklang, wurde ein Lichtreiz gesetzt, 
dem die weitere Erhéhung des Phosphorsiureaustritts auf 
0,12 mg°/, entspricht (bei 60). Im Dunkeln sinkt die Phos- 
phorstureabgabe auBerordentlich rasch auf nicht mehr erkenn- 
bare Mengen ab (bei 140), um auf einen zweiten Lichtreiz 
abermals betrichtlich anzusteigen; auch hier tritt im Dunkeln 
sehr schnell das Wiederaufhéren der Phosphorsdureausschei- 
dung ein. 

Fig. 2 gibt die Verhaltnisse am véllig und am teilweise 
isolierten Neuroepithel wieder, entsprechend dem oben be- 
sprochenen Versuch 77, Tabelle 6, 8S. 15. 

Hier entspricht die ausgezogene Linie einer véllig pigment- 
losen Netzhaut (A), die unterbrochene einer solchen, die noch 
einen Teil ihres Pigments besitzt (B). Die erstere ist durch 
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einen besonders langsamen Verlauf der zum Wiederabsinken 
der Phosphorsiureausscheidung fihrenden Erholung gekenn- 
zeichnet und fiir die zweite Belichtung ginzlich unempfindlich, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX, 2 
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die letztere erholt sich wesentlich rascher und vollkommener; 
sie scheidet bei der zweiten Belichtung (bei 120) wieder Phos- 
phorsaure aus. 


IV. Versuche am isolierten Pigment. 


Die in den vorhergehenden beiden Abschnitten geschil- 
derten Versuche, aus denen die hohe Bedeutung des Pigment- 
epithels fiir den Verlauf der Phosphorsiureausscheidung bei der 
Belichtung hervorgeht, machten Kontrollversuche am isolierten 
Pigmentepithel notwendig. Solche Untersuchungen sind bei 
dem hohen Lichtabsorptionsvermégen des Pigments besonders 
naheliegend. 

Methodisch war es natiirlich unerliBlich, das Pigment- 
epithel in einem véllig von Neuroepithelrestchen befreiten Zu- 
stand zu gewinnen. 

Dieses gelang, wenn man von Augen mit sehr guter Dunkel- 
stellung ausging. Wieder wurden ganz besonders groBe Frosch- 
exemplare verwendet. Die Pigmentepithelschichten mehrerer 
Augen wurden dann in einer sehr geringen Fliissigkeitsmenge 
(0,3 com Ringerlésung) suspendiert, nachdem sie bei der Prii- 
paration ebenso wie die Neuroepithelschichten behandelt, d. h. 
in méglichst vorsichtiger Weise durch Bewegen in einer gréBeren 
Menge Ringerlésung gewonnen waren. 

In den angestellten Versuchen konnte niemals eine mit 
unserer sehr empfindlichen Methode nachweisbare Phosphor- 
siureabgabe ermittelt werden. 

Ganz im gleichen Sinne fielen Versuche am Pigmentepithel 
mit einem sdiureempfindlichen Indicator aus. 

Wenn man 0,3 ccm des von Dittler benutzten Moleschott- 
schen Reagens?) als Suspensionsfliissigkeit benutzte — die 
Reagenzien waren einer isotonischen Ringerlésung zugesetzt —, 
so zeigte das belichtete Pigmentepithel in keinem Versuch 
schnellere Entfiirbung als die leere Kontrollfliissigkeit. 

Ks sei nur ein Versuch dieser Art hier angefiihrt: 


) 0,06. KOH. 
0,016 Phenolphthalein. 
500,0 carbonatfreie Ringerlésung. 
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Versuch 80. 8. Marz 1921. 

Die aus den Augen eines sehr groBen Dunkelfrosches stammende 
Pigmentepithelschicht, an der nach sorgfaltiger Priparation keine Rest- 
chen vom Neuroepithel mehr haften, wird in einer Schale mit 30 ccm 
Ringerlésung — wie friither die Retina — einige Minuten ausgewaschen. 
Dann wird das Pigmentepithel in ein kleines PorzellangefaéB iiberfihrt, 
welches 0,3 cem Moleschottsches Reagens enthalt. Belichtung von 
415 ab im diffusen 'Tageslicht. Um 6" ist die Entfirbung dieser Lésung 
genau so gering wie bei der Kontrolllésung. 

Zum Uberflu8 iiberzeugten wir uns auch noch, da8 ganz im Gegen- 
satz zum Neuroepithel im Pigmentepithel iiberhaupt nur sehr geringe 
Mengen anorganischer und organisch gebundener Phosphorsiure sich 
vorfinden. 

Es erscheint somit als fraglos, dab das Pigmentepithel 
an sich nicht zur Abspaltung von Phosphorsaiure im 
Licht befihigt ist: Die in den bisherigen Versuchen be- 
schriebene Phosphorsiiureausscheidung hat ihre Quelle nur in 
dem Neuroepithel. 

Indessen erscheint der Zusammenhang dieser beiden ver- 
schiedenartigen Schichten der Netzhaut fiir die Phosphorsiure- 
ausscheidung von prinzipieller Bedeutung zu sein. Ohne Pig- 
mentepithel versiegt unwiederbringlich die Phosphorsiure- 
ausscheidung der Neuroepithelschicht auch bei stirkster Be- 


lichtung. Dagegen kann man, solange das Neuroepithel mit. 


dem Pigment im Zusammenhang ist, an dem lebensfrischen 
Organ durch wiederholte, von geniigend langer Dunkelperiode 
unterbrochene Belichtung mehrmals Ausscheidung von Phos- 
phorsiure hervorrufen. 

Dieses Verhalten erinnert unmittelbar an die bekannte 
Beobachtung Kiihnes, daB die Regeneration des Sehpurpurs 
nach seiner Ausbleichung durch Belichtung an das Vorhanden- 
sein des Pigmentepithels gebunden ist. (Auch wir konnten 
diese Tatsache gelegentlich der oben geschilderten Versuche 
beobachten.) 

Es liegt gewiB nahe, hierin mehr als eine iuBerliche Ahn- 
lichkeit zu sehen und anzunehmen, daB die Ausbleichung des 
Sehpurpurs unter der Kinwirkung des Lichts mit der Phos- 
phorsiureausscheidung der Netzhaut unter den gleichen Be- 
dingungen in direktem, ursaichlichen Zusammenhang 


Q* 
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steht, derart, da die durch Licht gesetzte Sehpurpurverinde- 
rung ihrerseits die zum Phosphorsiureaustritt fiihrenden intra- 
retinalen Geschehnisse hervorruft. 

Wie im einzelnen der Mechanismus dieser Verkniipfung 
ist, dafiir fehlen im Augenblick noch ausreichende experi- 
mentelle Anhaltspunkte. 

Von vornherein erinnern die bei der Reizung der Netz- 
haut durch Licht beziiglich der Phosphorsiureabgabe beobach- 
teten Erscheinungen so sehr an das Verhalten der Phosphor- 
siureausscheidung bei der Muskeltitigkeit, daB man das Vor- 
handensein einer phosphorséurebildenden Substanz in der Netz- 
haut ins Auge fassen muB, die bei der Tatigkeit dieses Organs 
in ahnlicher Weise Phosphorsaure abspaltet wie das Lactacidogen 
bei der Muskelkontraktion (siehe weiter unten). 

Den <Austritt der Phosphorséure aus der Retina diirfen 
wir — ebenfalls in Analogie mit den Verhiltnissen am Muskel 
— vielleicht als den Ausdruck einer unter Saurebildung auf- 
tretenden Permeabilititssteigerung von im Ruhezustand nur 
beschrinkt durchlissigen Grenzschichten des Sehepithels an- 
sprechen. Mit dem Auftreten einer solchen Permeabilitits- 
erhéhung wiirde: das elektrische Verhalten der Retina bei der 
Belichtung in bester Ubereinstimmung stehen. 


V. Uber den Parallelismus zwischen der Saurebildung durch 
die Netzhaut und dem Auftreten von Phosphorsiure. 


Im vorangehenden haben wir wiederholt die Annahme 
gemacht, daB die von Dittler beobachtete Entfarbung des 
Phenolphthaleins bei der Belichtung und der von uns auf- 
gefundene Austritt von Phosphorsaure aus der belichteten Netz- 
haut in engster Beziehung zueinander stiinden, ja, daB die 
Entfarbung der Moleschottschen Lésung geradezu der Aus- 
druck der Phosphorsiureausscheidung sei. 

Wenn diese Anschauung richtig war, so muBten Phosphor- 
siureabgabe und Entfirbung der Moleschotischen Liésung 
einander parallel auftreten oder ausbleiben. 

Dies ist nun in der Tat der Fall. 
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Dittler hat gezeigt, daB von den beiden isolierten Neuro- 
epithelschichten eines Dunkelfrosches, die in einer kleinen 
Menge Moleschottscher Lésung suspendiert sind, immer die 
dem Tageslicht exponierte den roten Farbenton schon nach 
10—15 Minuten zum Verschwinden bringt, ein Zeitpunkt, an 
dem das im Dunkeln gehaltene Kontrollpriparat noch nicht 
eine so weitgehende Verinderung der Indicatorfliissigkeit her- 
beigefiihrt hat. 

Nach mehr oder weniger langer Zeit tritt allerdings auch 
bei der Dunkelnetzhaut volle Entfairbung der Suspensions- 
fliissigkeit ein. 


Die technische Ausfiihrung unserer eigenen Versuche war ~ 


folgende: 

Als Ausgangsmaterial dienten wieder besonders groBe 
Exemplare bayrischer Frésche; teils wurden Helltiere, teils 
solche, die mehrere Stunden vorher in einem absolut dunklen 
Raume aufbewahrt waren, benutzt. Die Isolierung der Netz- 
hiute erfolgte in der schon friiher beschriebenen Weise; auch 
hier wurden die Retinae in 30ccm Ringerlésung durch vor- 
sichtiges Flottierenlassen aus dem Scleralbecher entfernt und 
dann nach beiderseits gleich langem Aufenthalt in dem Ringer- 
bad in ihr Versuchsgefai8 iibergefiihrt, welches mit einer genau 
gemessenen Menge Moleschottscher Lésung gefiillt wurde. 

Wahrend das Kontro!lpriparat im Dunkeln verblieb, wurde 
das andere sofort belichtet. Mechanische Insulte und Tempe- 
raturschwankungen wurden vermieden. 

Nach volliger Entfarbung des Hellpriiparates, deren Zeit- 
punkt notiert wurde, stellten wir die Farbe des Kontroll- 
priparates fest. Dann wurden sofort beide Fliissigkeiten ab- 
gesaugt und auf ihren Phosphorsiuregehalt untersucht. 

Es zeigte sich in Ubereinstimmung mit unseren friheren 
Versuchen. daB stets die Fliissigkeit der belichteten Netzhaut 
mehr Phosphorsiure als jene der im Dunkeln gehaltenen 
enthielt. 

War die Entfirbung der Fliissigkeit durch die unbelichtete 
Netzhaut schon deutlich erkennbar, so wies auch diese Fliissig- 
keit erhebliche Phosphorsiuremengen auf; war iiberhaupt noch 
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keine merkliche Entfirbung aufgetreten, so fehlte die Phos- 
phorsiureausscheidung nahezu oder villig. 

Im einzelnen wollen wir auf diese Versuche nicht naher 
eingehen, ebensowenig auf eine weitere Untersuchungsreihe, in 
der wir die GréBe des Phosphorsdureaustrittes und die bis 
zur volligen Entfarbung der Phenolphthaleinlésung vergehende 
Zeit an isolierten Neuroepithelschichten einerseits und an Total- 
netzhiuten andererseits miteinander verglichen. 

Schon oben haben wir erwihnt, daB die isolierten seh- 
purpurhaltigen Neuroepithelien unter dem EinfluB des 
Lichtes eine linger andauernde Phosphorsiureabgabe zeigen 
als die totalen Netzhiute, wenn wir von einigen Versuchen 
absehen, in denen der Priaparationsreiz ein besonders starker 
gewesen war, so daB das isolierte Neuroepithel iiberhaupt auf 
Lichtreize nicht reagierte. 

Wir konnten dies auch jetzt wieder bestitigen und fanden 
in voller Ubereinstimmung damit, daB auch die Entfarbung 
der Indicatorlésung durch das sehpurpurhaltige Neuroepithel 
allein rascher als durch die Gesamtnetzhaut erfolgte. 

Sicherlich ist in diesen Versuchsergebnissen eine gewich- 
tige Stiitze dafiir zu erblicken, daB die Entfarbung der Mole- 
schottschen Lésung und das Auftreten freier Phosphorsiure 
aufs engste zusammenhingen; ja es erscheint als héchst wahr- 
scheinlich, daB in unseren Versuchen und ebenso natiirlich 
auch in denen Dittlers das entfirbende Agens nichts anderes 
als eben Phosphorsaure war. 


VI. Theoretisches und Experimentelles tiber das Acidogen der 
Netzhaut. 


Bereits in friiheren Abschnitten wurde betont, daB die 
bisherigen Befunde die Annahme nahelegen, daB sich in der 
Retina geradeso wie in der quergestreiften Muskelfaser ein 
Acidogen findet, welches die Vorstufe der durch Lichtwirkung 
freiwerdenden anorganischen Phosphorsaure darstellt. Ebenso 
wurde schon oben der Gedanke geauBert, daB, ganz entsprechend 
den Verhaltnissen beim Skelettmuskel, das plétzliche Auftreten 
von Phosphorsiure mit einer Permeabilititssteigerung vorher 
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relativ impermeabler Grenzschichten des Sehepithels verbunden 
sein kénnte. Hiernach greifen also chemische und physiko- 
chemische Prozesse ineinander iiber: 

Durch den Lichtreiz wird eine lichtempfindliche 
Substanz in den AuBengliedern (in den StabchenauBen- 
gliedern der Sehpurpur) veraindert. Diese Veranderung 
fihrt ihrerseits irgendwie eine Spaltung des Acidogens 
unter Freiwerden anorganischer Phosphorsaure herbei, 
welch letztere wiederum plétzliche Steigerung der 
Durchlassigkeit vorher beschrankt permeabler Grenz- 
schichten des Sehepithels erzeugt. Diese Permeabilitits- 
steigerung findet ihren Ausdruck in vermehrtem Austritt von 
Phosphorsiure aus der Netzhaut und auch in dem Auftreten 
elektrischer Netzhautverainderungen bei der Belichtung. 

Fiir die Annahme einer siurebildenden Substanz — eines 
Acidogens — in der Netzhaut konnten nun in der Tat weitere 
gewichtige Anhaltspunkte gewonnen werden. So zeigte sich, 
daB sowohl Frosch- wie Rindernetzhiute bei kurzem Aufent- 
halt in 2°/,iger Bicarbonatlésung von 45° rasch eine tiberaus 
starke Vermehrung ihres Gehaltes an anorganischer Phosphor- 
siure aufweisen, die bald zu anniherndem Abschlu8 kommt. 
Die einer in verdiinnter waBriger Salzsiure léslichen orga- 
nischen Verbindung entstammende anorganische Phosphorsiure 
stieg bei Rindernetzhiuten hierbei von einem Ausgangswert, 
der etwa bei 0,08°/, H,PO, gelegen war, auf mehr als 0,25 °/, 
der frischen Netzhaut an. 

Ist dies Verhalten dem des quergestreiften Muskels unter 
entsprechenden Bedingungen auBerordentlich ahnlich, so konnte 
im Gegensatz zur Muskulatur eine auch nur annihernd der 
entstandenen Phosphorsiuremenge entsprechende Bildung von 
Milchsaure in der Netzhaut nicht beobachtet werden. 

Wabhrscheinlich ist also die saurebildende Sub- 
stanz der Netzhaut von dem Lactacidogen des Muskels 
verschieden. 

Vielfach haben wir uns bemiiht, durch Belichtung lebens- 
trischer Netzhiute eine Vermehrung ihres Gehaltes an an- 
organischer Phosphorsiiure zu erzielen; wenn diese Versuche 
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bisher nicht von Erfolg begleitet waren, so kann das einfach 
dadurch bedingt sein, daB bei der Belichtung die dissimilato- 
rischen, zur Phosphorsiureabspaltung fihrenden Vorginge 
durch die assimilatorischen, mit ihrem Wiederaufbau zum 
Acidogen verbundenen kompensiert und dadurch verdeckt 
werden. Auch am Froschmuskel kann nur bei ganz besonderer 
Versuchsanordnung die Vermehrung der anorganischen Phos- 
phorsiure waihrend der Tatigkeit nachgewiesen werden.") 


VII. Uber das Verhalten der Permeabilitat der Froschnetzhaut 
nach iberstarken Lichtreizen und bei der Erstickung. 


Wie man sieht, nehmen wir weitgehende Abhnlichkeiten 
zwischen den im Muskel und den in der Netzhaut sich ab- 
spielenden Erregungsprozessen an. 

Dies trifft neben den soeben besprochenen chemischen, 
offenbar auch fiir die physikochemischen Prozesse zu. 

Embden und Adler haben gezeigt, daB nach stark er- 
miidender Reizung von Froschmuskeln eine lang anhaltende 
Permeabilititssteigerung auftritt, welche erst mit der Erholung 
des Muskels wieder verschwindet. 

Wir haben dementsprechend versucht, ob sich durch sehr 
intensive Belichtung der Netzhaut ebenfalls lang andauernde 
Phosphorsaureausscheidung als Ausdruck einer lingere Zeit 
bestehenden Permeabilitatssteigerung erzielen laBt. 

Dies ist in der Tat der Fall, worauf hier im einzelnen 
nicht eingegangen werden soll. 

Wenn nach den Anschauungen von Embden und Adler 
die Ermiidung des Muskels gerade durch die obenerwahnte 
linger anhaltende Permeabilititssteigerung wesentlich mit- 
bedingt ist, so liegt es vielleicht nahe, auch die nach iiber- 
starker Lichtreizung am Lebenden auftretenden Blendungs- 
erscheinungen mit einer Schidigung der relativen Imper- 
meabilitit der Grenzschichten lichtempfindlicher Netzhaut- 
elemente in Zusammenhang zu bringen. 

Ganz kurz sei nur erwahnt, daB Sauerstofimangel, den 
wir durch Einleiten von Wasserstoff in Ringerlésung, die lebens- 


‘) Embden und Lawaczeck (demniichst erscheinende Arbeit). 
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frischen Netzhiiuten zum Aufenthalt diente, hervorriefen, mit 
einer deutlich vermehrten Phosphorsiureausscheidung verbunden 
war, geradeso, wie das nach kiirzlich veréffentlichten Unter- 
suchungen des einen von uns!) am anaerob gehaltenen Frosch- 
muskel der Fall ist. 

In bezug auf das Verhalten der Permeabilitét gewisser 
Grenzschichten zeigen also Muskelfaser und Retina des Frosches 


unter verschiedenartigen biologischen Bedingungen auBerordent- 
liche Abnlichkeit. 


VIII. Zwei einfache Versuchsanordnungen zum Nachweis des 
Phosphorsaureaustritt aus der belichteten Netzhaut. 


Der Wunsch, den Nachweis des vermehrten Phosphor- 
siureaustritts aus der belichteten Netzhaut so einfach wie 
méglich zu gestalten, fihrte uns zu zwei weiteren Abinderungen 
der Versuchstechnik, die im folgenden kurz geschildert seien. 

Wir miéchten gerade diese Versuche als einer Nachpriifung 
besonders leicht zugiinglich empfehlen. 


1. ,Augenschalchen“-Versuche. 


Die Augen eines sehr groBen Frosches werden enukleiert; 
durch einen Rundschnitt hart am Limbus corneae, also an 
einer Stelle, wo man die Ora serata der Retina nicht verletzt, 
wird der Bulbus eréfinet. Nach Entfernung von Cornea, Iris, 
Linse und Glaskérperfliissigkeit wird das ,Schilchen“ in etwa 
30 ccm Ringerlésung von Zimmertemperatur gebracht. Nach 
kurzem Aufenthalt werden die Schilchen in ihre Versuchs- 
gefaBe (mit feuchtem FlieBpapier ausgekleidete, verschlieBbare 
Glasdosen) gebracht; die in den Augenschilchen befindliche 
Fliissigkeit wird mit einer Capillarpipette abgesaugt und durch 
etwa gleiche Mengen neuer Ringerlésung ersetzt. 

Dieser Wechsel der Ringerlésung findet im Dunkeln so 
oft in gleich langen Perioden statt, bis keine Phosphorsiure 
mehr in den gewechselten Fliissigkeiten nachweisbar ist; die 





1) Simon, Diese Zs. Bd. 118, S. 96 (1922). 
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Phosphorséureausscheidung hért gewdhnlich schon in der 
zweiten oder dritten 10 Minutenperiode auf. 

Nun kénnen die Praparate abwechselnd belichtet werden, 
wobei das eine als Kontrolle fiir das andere dient. 

Am lebensfrischen Praparat kann man — unter Zwischen- 
schaltung geniigend langer Erholungsperioden im Dunkeln — 
durch wiederholte Belichtung wiederholte Phosphorsiureaus- 
scheidung hervorrufen. 


2. Versuche am nicht eréffneten Auge. 


Diese Versuche gestalten sich noch einfacher; denn hier 
wird die Belichtung am unverletzten Augapfel vorgenommen; 
so kann der Priparationsreiz praktisch vdéllig ausgeschaltet 
werden, 

Man benutzt besonders groBe Froschexemplare. Etwa 
10 Minuten vor Versuchsbeginn wird Erweiterung der Pupillen 
durch Adrenalineintraufelung hervorgerufen. Dann wird das 
Tier fiir einige Zeit (mindestens 10—15 Minuten) ins Dunkle 
gesetzt. Der Kopf des Frosches wird abgetrennt und in der 
Medianebene durchschnitten. Es ist empfehlenswert, das obere 
Augenlid zu entfernen. 

Nachdem nochmals in beide Augen Adrenalin eingetraufelt 
ist, kommen sie in kleine verschlieBbare Glasschilchen, die 
als feuchte Kammern dienen. 

Die Glasschaélchen werden beide im Dunkeln gehalten, bis 
der Belichtungsversuch beginnt. Bei diesem wird das eine der 
Praparate innerhalb seines Glasschialchens fiir kurze Zeit 
(etwa 6—15 Minuten) intensiv belichtet. 

Nunmehr wird zuerst das belichtete, dann das unbelichtete 
Auge im Dunkelzimmer bei rotem Licht eréffnet. Hierbei 
geht man folgendermaBen vor: 

Durch sanftes Vordrangen des Bulbus von der Mundseite 
aus macht man sich einen aquatorialen Teil des Bulbus sichtbar, 
reinigt diesen Bulbusteil sorgfaltig mit Ringerlésung und legt 
mit scharfem Messer einen winzigen, sichelférmigen Schnitt an, 
in dessen Offmung man vorsichtig eine enge Glascapillare 
taucht, um die Glaskérperfliissigkeit aufzusaugen. 
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Gleiche aliquote Teile der aufgenommenen Fliissigkeit 
werden in kleine Reagenzréhrchen gebracht und auf 1 ccm 
verdiinnt. 

Die Untersuchung der Fliissigkeiten ergibt fiir das Hell- 
auge einen deutlichen Phosphorsiuregehalt, wihrend ein solcher 
beim Dunkelauge nicht zu erkennen ist. 

In der Tabelle 7 sind 12 derartige Versuche wieder- 
gegeben. Wie ohne weiteres ersichtlich ist, gelingt der Ver- 
such fast regelmaBig. Der negative Ausfall des Versuches 34 
dirfte auf Verunreinigung der Glaskérperfiiissigkeit A mit 
phosphorsaurehaltigem Material wihrend der Praparation zu- 
riickzufiihren sein. 


Tabelle 7. 

















H,PO, in mg °/, der auf 
Versuchs- | Belichtungs- | 1! ¢em aufgefiillten Glaskérper- 
Nr. dauer flassigkeit 
A B 
unbelichtet belichtet 
35 6 Min. 0 0,03 
32 . 0 0,025 
33 — 0 0,03 
36 — 0 0,08 
3 10 0 0,03 
38 a 0 0,04 
39 10 0 0,03 
40 10 0 0,04 
34 12 0,02 0,02 
37 15 0,02 0,04 
43 1b, 0 0,03 
45 15 ,, 0 0,04 
Zusammenfassung. 


1. Die isolierte Netzhaut des Frosches (und des Karpfens) 
scheidet im Licht mehr Phosphorsiure aus als im Dunkeln. 

2. Bei Verwendung von Netzhauten mit Pigmentepithel 
zum Versuch verschwindet nach dem Aufhéren der Belichtung 
die Phosphorsiureausscheidung wesentlich rascher als bei Ver- 
wendung von isoliertem Neuroepithel. 
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3a) Die Wiederholung der Belichtung nach dem Abklingen 
der vermehrten Phosphorsiureausscheidung im Dunkeln fihrt 
nur bei der mit Pigmentschicht versehenen Retina zu 
einer erneuten Steigerung der Phosphorsiureausscheidung, nicht 
aber am isolierten Neuroepithel. 

3b) Das isolierte Pigmentepithel zeigt bei Belichtung 
keinen Austritt von Phosphorsiure; es enthalt nur sehr geringe 
Mengen anorganischer und organischer Phosphorsiure. 

4. Das unter 3a) beschriebene Verhalten erinnert an die 
Beobachtung Kiihnes, daB nur in einem mit der Pigment- 
schicht verbundenen Neuroepithel Regeneration des Sehpurpurs 
nach seiner Ausbleichung durch Licht erfolgt. 

5. Die unter 3 und 4 mitgeteilten Tatsachen werden in 
ursichlichen Zusammenhang miteinander gebracht. Hs 
wird angenommen, daB unter der Kinwirkung des 
Lichts erfolgende Verinderungen in den AuBengliedern 
(in den St&abchenauBengliedern chemische Verinderungen des 
Sehpurpurs) irgendwie Abspaltung anorganischer Phos- 
phorsdure aus organischer Verbindung hervorrufen. 

Die gebildete Siure fiihrt ihrerseits Permeabili- 
titssteigerung an im Ruhezustande nur beschrinkt 
durchlissigen Grenzschichten der Sehepithelien 
herbei. 

Hierdurch kommt es zum Phosphorsiureaustritt und auch 
zum Auftreten elektrischer Verinderungen an der Retina bei 
der Belichtung. 

6. Geradeso wie bei der Muskelkontraktion greifen 
also allem Anschein nach chemische und physiko- 
chemische Verinderungen der Netzhaut ineinander 
und der gesamte Erregungsvorgang der Netzhaut 
weist groBe Ahnlichkeiten mit den zur Muskelkon- 
traktion fiihrenden Geschehnissen auf. 

7. Die Beobachtungen Dittlers, nach denen Lichtein- 
wirkung die Entfarbung einer schwach alkalischen mit Phenol- 
phthalein gefirbten Lésung, in welcher sich eine lebensfrische 
Retina befindet, beschleunigt, und unsere eigenen Versuche, 
aus welchen der Austritt von Phosphorsiure aus der be- 
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lichteten Netzhaut hervorgeht, werden in unmittelbaren Zu- 
sammenhang gebracht. 

8. Es wird der Nachweis einer Substanz in der 
Netzhaut gefiihrt, welche bei 45° in Natriumbicar- 
bonatlésung mit groBer Geschwindigkeit anorganische 
Phosphorsaure abspaltet. 

Dieses Acidogen der Netzhaut, das wir als die 
Quelle der Siurebildung bei der Belichtung ansehen, 
ist allem Anschein nach von dem Lactacidogen des 
quergestreiften Muskels verschieden. Im Gegensatz zur 
Lactacidogenspaltung treten namlich keineswegs der gebildeten 
Phosphorsiure iiquimolekulare Mengen (sondern héchstens 
Spuren) von Milchséure auf. 

9. Zwei vereinfachte Versuchsanordnungen, welche den 
Austritt von Phosphorsiure bei der Belichtung der Netzhaut 
besonders leicht zu zeigen erméglichen, werden beschrieben. 
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Zur Chlorbestimmung im organischen Material. 


Von 


Stefan vy. Bogdandy. 


(Mitteilung aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest; 
Direktor Prof, G, Farkas.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1922.) 


Ich beschrieb in dieser Zeitschrift!) eine Methode zur 
Bestimmung der Chloride und Bromide in organischen Fliissig- 
keiten, die im wesentlichen in einer der Kjeldahlschen 
Methode ihnlichen nassen Veraschung der organischen Sub- 
stanz und Ubertreiben der freigewordenen Salzsiure in eine 
Silbernitratlésung bestand. Bei der Ausarbeitung dieser Me- 
thode wurde ich durch den Gedanken geleitet, eine genaue, 
leicht ausfiihrbare Methode zu finden, die fiir alle Kérper- 
fliissigkeiten und Organe ohne weiteres anwendbar sei. Miissen 
wir uns auch bei der Bestimmung von organischen Verbin- 
dungen in Korperfliissigkeiten in den meisten Fallen — z. B. 
bei der Blutzuckerbestimmung — mit Methoden begniigen die 
im wesentlichen auf der Entfernung des Gros der stérenden 


Substanzen — z. B. EiweiBkérper -- und der quantitativen 
Ausfiihrung einer charakteristischen, aber nie ganz spezi- 
fischen Reaktion — z. B. des Reduktionsvermégens — be- 


ruhen, so ist es doch erwiinscht, die anorganischen Be- 
standteile auf eine Weise zu bestimmen, die sich méglichst 
eng an die in der anorganischen Analyse befolgten Methoden 
anschlieBt. Diese Methode erfuhr durch Gutmann und 
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Schlesinger?) eine ablehnende Kritik; durch meinen 
Kriegsdienst verhindert, komme ich jetzt erst dazu, dieselbe 
zu beantworten. 

Gutmann und Schlesinger bestimmten mit meiner 
Methode den Chlorgehalt einer Salzsiurelésung und erhielten 
betrichtlich niedrigere Werte, als bei direkter Bestimmung. 
Sie fiihren den Fehlbetrag auf die Bildung von Silberchlorat 
zuriick, ohne aber dessen Nachweis zu versuchen. Obgleich 
schon die vollstindige Ubereinstimmung der Analysen von 
Hulett und Duschak®), die das im Bariumsulfatniederschlage 
okkludierte Chlorid nach Zusatz von Schwefelsiure durch einen 
Luftstrom — unter wohl nur maBiger Erwirmung — in eine Silber- 
nitratlésung iibertrieben, dem widersprechen, priifte ich nach 
beendeter Bestimmung, die vom Silberchloridniederschlag ab- 
filtrierte Lésung auf Chlorate und konnte so deren Abwesen- 
heit feststellen: nach Behandlung mit Devardascher Legierung 
ergab sich nimlich keine neuerliche Fallung von Silberchlorid.*‘) 
Gutmann und Schlesinger bemerkten ferner, daB selbst 
nach zweistiindiger Luftdurchsaugung die Salzsiure nicht voll- 
stindig iibergetrieben war. Hiergegen iiberzeugte ich mich 
nach jeder beendigten Bestimmung, daB die zuriickgebliebene 
Lésung chlorfrei war. Nach all dem liegt offenbar die Ur- 
sache, warum Gutmann und Schlesinger einen Minder- 
betrag an Salzsiure fanden, nicht in der Bildung von Silber- 
chlorat, sondern darin, da8 sie einen zu schwachen Luftstrom 
benutzten. 

Trotzdem unterwarf ich meine Methode einer neuerlichen 
Prifung, und zwar bestimmte ich zuerst den Chlorgehalt 
von 10 ccm einer reinen ca. 1°/,igen NaCl-Liésung direkt 
cravimetrisch und nach meiner Methode. Da mir keine 
Mercksche ,,Schwefelsiure mit rauchender Schwefelsiure 
zur Kjeldahlschen Bestimmung“, die ich in meiner ersten 
Mitteilung beniitzte, zur Verfiigung stand, gebrauchte ich 
ein Gemisch von reiner Kahlbaumscher Schwefelsiure, 
mit Kaliumsulfat und Cuprisulfat in den seinerzeit an- 
gegebenen Mengen. Im iibrigen wurden die Bestimmungen 
ebenso ausgefiihrt, wie in meiner ersten Mitteilung be- 
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schrieben.* Nachdem alles zur Bestimmung vorbereitet war, 
wurde die gelinde erwarmte Saéuremischung eingesogen. Die 
Veraschung und Luftdurchsaugung dauerte ungefahr 11/, Stunden; 
die Starke des Luftstromes, die durch die angegebene Klemm- 
schraube leicht zu veraindern ist, soll solange verstirkt werden, 
bis noch in der zweiten Waschflasche kein nennenswerter 
Silberchloridniederschlag entsteht, bzw. durch den Luftstrom 
kein Uberschitumen der Fliissigkeiten eintritt. Ich wiederholte 
ferner dieselbe Bestimmung mit ebensoviel reiner Schwefel- 
siure ohne Salzzusatz, was selbstverstindlich keinen Unterschied 
machen darf. 


Folgende Tabelle enthilt die Resultate der drei Versuchs- 
reihen. 




















Tabelle I. 
; Methode B. Methode B. 
Direkt ; : ‘ 
Schwefelsiiuregemisch | Reine Schwefelsiure 
AgCl NaCl AgCl NaCl AgCl NaCl 
8 */o & °/o e */o 
0,2435 0,9935 0,2447 0,9984 0,2438 0,9948 
0,2441 0,9959 0,2436 0,9939 0,2425 0,9894 

















Diese Zahlen beweisen also, daB die von mir empfohlene 
Methode nach meinen Angaben ausgefiihrt, richtige Werte 
ergibt. Zur weiteren Priifung der Methode bestimmte ich 
nach derselben den Cl-Gehalt von 10 ccm Rinderblutserum, 
einerseits allein, andererseits nachdem ich dasselbe mit 
10 ccm obiger NaCl-Lésung versetzte. Zur Veraschung 
wurde immer obiges Schwefelsiuregemisch benutzt. Die be- 
rechneten Werte ergaben sich als Summe des mittleren Serum- 
chlorgehaltes und des direkt gravimetrisch bestimmten Chlor- 
gehaltes der Kochsalzlésung, laut Tabelle I: 0,2438 g Ag(Cl, 
0,9947 °/, NaCl. 


* Die Glasgeriite wurden durch Glasbliser Huber, Budapest VIII, 
Eszterhdzygasse 9 hergestellt und kénnen von ihm bezogen werden. 
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Tabelle II. 












































Gefunden ‘Soot 
AgCl NaCl “AgCl NaCl 
g %/o g fo 
0,1572 0,6418 sa ‘ip 
0,1575 | 0,6426 _ os 
10 cem Serum I 0,1566 | 0,6389 — — 
0,1570 | 0,6406 — — 
0,1575 | 0,6426 _ _ 
“Mittelwert: | 0,1572 | 0,6412 ae ia 
10 cem Serum I 0,4015 | 1,6381 0,4010 1,6359 
+10 eem 1°, NaCl 0,4019 | 1,6398 0,4010 1,6359 
0,1477 | 0,6026 _ _ 
10 ecm Serum IJ 0,1479 0,6034 i Ep 
“Mittelwert: | 0,1478 | 0,6030 a a 
10 cem Serum II 0,3915 | 1,5973 0,3916 | 1,5981 
+10eem 1°), NaCl 0,3901 1,5916 0,3916 | 1,5981 


Des weiteren untersuchte ich auch, ob die Cl-Bestimmung 
nicht titrimetrisch ausgefiihrt werden kénnte, und zwar ver- 
suchte ich zuniichst die Volhardsche Methode.* In die erste 
Waschflasche kamen 15—30 ccm, in die zweite 5 ccm n/10- 
Silbernitratlésung mit destilliertem Wasser verdiinnt und mit 
Salpetersiure stark angesiuert. Nach beendeter Veraschung 
wurden die vereinigten Lisungen gekocht, durch ein Gooch- 
filter filtriert, ausgewaschen und das Filtrat mit n/10-Rhodan- 
Ammoniumlésung zuriicktitriert, mit konz. Kisenalaunlésung als 
Indicator. Im iibrigen verfuhr ich wie bei der gravimetrischen 
Bestimmung. Zuerst bestimmte ich den Chlorgehalt der oben 
beniitzten Kochsalzlésung direkt und nach meiner Methode, 
mit reiner Schwefelsiure — beide Male titrimetrisch nach 
Volhard. Die n/10-Silbernitratlésung besaB — gravimetrisch 
bestimmt — den Faktor 1,011, die Rhodan-Ammoniumlésung 
wurde auf dieselbe genau eingestellt. Die Titrationswerte sind 
unkorrigiert angegeben, die °/,-Werte korrigiert. 





* Die Angaben zur genaueren Ausfiihrung derselben von I. M. Kolt- 
hoff [Zs. analyt. Chem. Bd. 56, 8. 568 (1918)] waren mir nicht bekannt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 3 
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Tabelle III. 









































Direkt Methode B. 
n/10- n/10- , n/10- | n/10- ; Z 
AgNO, |NH,SCN| Piffe- | NaCl | geno, |no,scn| Diffe- | NaCl 
ecm ccm —— lo cem ecm — / 
25,1 8,2 16,9 1,000 | 25,1 8,2 16,9 | 1,000 
25,25 8,4 16,85 0,997 25,0 8,2 16,8 0,993 
Mittelwert: | | 0,999 | | | | 0,997 


Ich erhielt also dieselben Resultate wie gravimetrisch. 
Weiterhin fiihrte ich einige Bestimmungen an 10 ccm der oben 
beniitzten zwei Rinderblutsera aus und versetzte dann Serum II 
mit 10 ccm meiner Kochsalzlésung. Bei den _ berechneten 
Werten wurde der Gehalt der Kochsalzlésung nach direkter 
Titration eingestellt: 0,999 °/,. Die erhaltenen Resultate sind 
durchaus befriedigend und mit den gravimetrisch erhaltenen 
Werten iibereinstimmend. Meine Methode wiirde sich iibrigens 
auch zur Mikrobestimmung verwerten lassen. 


Tabelle IV. 








Be- 


























Gefunden saad 
n/10- n/10- | ‘ F 
cem eem | Te? [o /0 
25,5 14,6 10,9 0,645 _ 
10 eem Serum I 25,5 14,75 10,75 0,636 — 
25,5 | 14,7 | 108 | 0,639 | — 
Mittelwert: | | | 0,640 sine 
20,1 10,0 10,1 0,597 — 
10 eem Serum II 20,3 10,1 10,2 0,603 — 
202 | 100 | 10,2 0,603 we 
Mittelwert: | | | 0,601 | —_ 
10 eem Serum II 35,3 8,2 27,1 | 1,608 1,600 
+ 10eem 1°, NaCl 35,2 2 27,0 | 1,597 1,600 
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Die hier mitgeteilten Bestimmungen beweisen also von 
neuem, daB die von mir vorgeschlagene Methode richtige Werte 
liefert, wozu ich noch ihren seinerzeit erwahnten Vorteil be- 
tonen méchte, daB mit dem Rickstande direkt anschlieBend 
eine Stickstoffbestimmung, oder auch die Bestimmung eines 
anderen Aschenbestandteiles ausgefiihrt werden kann. 


In Anbetracht der Wichtigkeit der Frage und der groBen 
Anzahl der vorgeschlagenen Methoden — ein Zeichen der 
Schwierigkeit der Aufgabe — mége hier, um den auf diesem 
Gebiete arbeitenden die Auswahl der ihnen entsprechenden 
Methode zu erleichtern, eine kritische Zusammenstellung 
der neuen Literatur der zur Chlorbestimmung in organischen 
Fliissigkeiten und Organen vorgeschlagenen Methoden folgen. 
Es wurden namentlich in der neueren Zeit verschiedene Me- 
thoden zur Vernichtung der organischen Substanz bzw. Ent- 
fernung der EiweiBstoffe und eventuell anderer organischer Ver- 
bindungen vorgeschlagen, wihrend die eigentliche Bestimmung 
nach den alten Methoden: gravimetrisch und maBanalytisch nach 
Volhard oder Mohr vorgenommen wurde. In letzterer Hinsicht 
ist nur die von Mc Lean und van Slyke’) vorgeschlagene jodo- 
metrische Titration, sowie die von Whitehorn‘) empfohlene 
Zuriicktitrierung bei der Volhardschen Bestimmung ohne voran- 
gehende Entfernung des Silberchloridniederschlages durch Fil- 
tration oder Zentrifugieren als wesentliche Neuerung zu begriiBen. 
Zu erwihnen ist ferner der von Foster’), Myers und Short’), 
Bell und Doisy®) und Smith!) empfohlene Gebrauch der 
Zentrifuge. Die von Rona und Michaelis") gebrauchte direkt 
anwendbare elektrometrische Mikromethode wird sich wohl nur 
fiir die Entscheidung der Frage einbiirgern, ob und wie weit 
die Chloride in einer Fliissigkeit in freiem Zustande vorkommen. 

Die Schwierigkeit bei der Beurteilung der fiir die Ver- 
nichtung bzw. Entfernung der organischen Substanz vorge- 
schlagenen Methoden besteht darin, daB bei der trockenen 
Veraschung, die fiir andere anorganische Bestandteile als eine 
absolut genaue Methode angesehen werden kann, Haloidverluste 


nie sicher auszuschlieBen sind, wahrend andere in der orga- 
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nischen Klementaranalyse gebrauchliche Methoden sich zur Ver- 
arbeitung gréBerer Mengen organischer Substanz, wie ich 
seinerzeit bemerkte, nicht eignen. Ich iiberzeugte mich seiner- 
zeit davon, daf selbst bei gelindestem Gliihen eine iiber dem 
Tiegel angebrachte farblose Gasstechflamme durch entfliehendes 
Natrium gelb gefirbt wird. Hingegen diirfte sich das auf der 
Liebigschen Methode der organischen Elementaranalyse fuBende 
Verfahren von van Winkle und Smith??), sowie die Veraschung 
in der Berthelotschen Bombe, die von Berthelot’) und 
Valeur?*) zur Chlorbestimmung beniitzt wurde, vielleicht als 
zuverlaiBliche Standardmethode gebrauchen lassen, obgleich auch 
hier die zur Verwendung kommende Substanzmenge beschrankt ist. 

Bei diesem Stande der Dinge diirften irgendwelche Folge- 
rungen auf die Anwesenheit gebundenen Chlors in einer Kér- 
perfliissigkeit nur nach sorgfaltigen methodischen Untersuchungen 
gezogen werden. So wurde z. B. seinerzeit Baumgarten?) 
durch einen offenbar rein methodischen Fehler dazu gefiihrt, 
im Harn die Anwesenheit organisch gebundenen Chlors an- 
zunehmen, wie dies neuestens von Cameron und Hollenberg’) 
richtiggestellt wurde. Falta und Richter-Qittner !") schlossen 
aus der Verschiedenheit der mit verschiedenen Methoden im 
Plasma erhaltenen Chlorwerte — sowie auf Grund anderer 
Beobachtungen — auf das Vorhandensein einer Fibrinogen- 
chloridverbindung, stellten aber ihre diesbeziiglichen Folgerungen 
in einer zweiten Mitteilung richtig!’); zur definitiven Klarung 
dieser Frage ist selbstverstiindlich in erster Linie die genaue 
Untersuchung der Methoden notwendig, ich méchte aber auch 
auf die von mehreren, neuestens von Myers und Short?) be- 
obachtete Tatsache hinweisen, da der Chlorgehalt des Plasmas 
wihrend des Stehens durch Chloraustritt aus den Blutkérperchen 
zunimmt, ferner auf die Beobachtung von Chabanier und 
Joachimides”), wonach der Chlorgehalt des Serums in Gegen- 
wart des Blutkuchens mit der Zeit abnimmt. 

Aus dem eingangs erwihnten Grunde sind die Methoden 
mit Zerstérung der organischen Substanz jenen mit Ausfillung 
der Ejiweifstoffe prinzipiell vorzuziehen. Die Ausfallungs- 
methoden haben einen mehr oder weniger speziellen Anwen- 
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dungsbereich: die urspriinglich fiir normales Plasma tadellose 
Resultate liefernde Methode von van Slyke und Donleavy?}) 
muBte z. B. sukzessiv modifiziert werden von Austin und van 
Slyke”) um fiir Vollblut, von denselben**) um fiir pathologische 
Plasmen, und von Denis und Sisson) um fir Milch an- 
wendbar zu sein; ferner gebrauchen z. B. Sirot und J oret*) 
je nach Art der zu untersuchenden Fliissigkeit verschiedene 
Fallungsmethoden. Selbstverstiindlich kann aber eine Aus- 
fallungsmethode fiir die spezielle Fliissigkeit, fiir welche ihre 
Anwendbarkeit durch genaue Kontrollen festgestellt wurde, wie 
zB. die von Austin und van Slyke fiir Blut und Plasma, 
durch ihre leichte Ausfiithrbarkeit zweckmiBig sein. Die neuerer- 
zeit zur Entfernung der EiweiBstofie bzw. zur Vernichtung der 
organischen Substanz vorgeschlagenen Methoden lassen sich 
folgendermaBen gruppieren: 

1. Kine Fallung der Kiweif8stoffe nahmen vor: Oppler?*) im 
Blute, Foster**) im Blute und Plasma mit Metaphosphorsiure ; 
Larsson’) im Blute, McLean und van Slyke’) im Plasma 
mit siedender Magnesiumsulfatlésung und Kohle; Rogée und 
Fritsch*) in Blut und Serum mit kolloidaler Eisenlésung; 
Bang*!) in seiner Mikromethode in Blut mit 92°/, Athyl- 
alkohol; Richter-Qittner**) in verschiedenen eiweifhaltigen 
Korperfliissigkeiten mit Magnesiumsulfat und Methyl- bzw. 
Athylalkohol; Harding und Mason*) in verschiedenen Kérper- 
fliissigkeiten mit alkalischer Kupfersulfatlésung, Wetmore?) 
in Blut und Plasma, ebenso und noch nachtriglich mit Calcium- 
hydroxyd; Austin und van Slyke*) in Blut und Plasma, 
Myers und Short*’) in Blut mit Pikrinsiure; Dugardin®*) 
und Rodillon**) in Serum, Smith**) in Blut und Plasma, 
Pringault und Berthon*) in eiweiBhaltigem Liquor mit Tri- 
chloressigsiure, Whitehorn“) (bei Folin) und Rieger‘) in 
Blut mit Natriumwolframat. Einige dieser Methoden wurden 
von ihren Autoren iiberhaupt nicht kontrolliert, die meisten 
nur mit anderen fir richtig gehaltenen Fallungsmethoden ver- 
glichen; Larsson, McLean und van Slyke, und Rogée und 
Fritsch zogen die trockene Veraschung zum Vergleich heran, 
die aber selbst, wie erwithnt, unverliBlich ist. Nur Austin 
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und van Slyke kontrollierten ihre Methode durch die Carius- 
sche, indem sie der erwihnten Schwierigkeit, daB damit nur 
kleine Substanzmengen verascht werden kénnen, dadurch Herr 
wurden, daB sie mit sehr verdiinnten Lésungen titrierten, 
und Wetmore durch Zusatz einer bekannten Kochsalzmenge. 
Wihrend die erwihnten Methoden die Chlorbestimmung im 
Filtrat der EiweiBfillung ausfiihren, wiren noch einige Methoden 
zu nennen, in welchen die Ausfaillung der EiweiBstoffe und 
Chloride gleichzeitig vorgenommen wurde: Gazzetti*’) in 
Blutserum und Eiweiflésungen, Rap pleye*) in Plasma, 
fihrten diese gleichzeitige Fiallung durch Zusatz von Silber- 
nitrat und Salpetersiiure aus, welches Verfahren trotz der guten 
Ubereinstimmung der mit Zusatz bekannter Kochsalzmengen 
ausgefiihrten Kontrollbestimmungen bedenklich erscheint, da ja 
ein Teil des Silbers durch EiweiB und andere organische Sub- 
stanzen gebunden werden kénnte; van Slyke und Donleavy**) 
beschrieben friher fiir Plasma eine Methode der gleichzeitigen 
Fallung der Eiweifstoffe durch Pikrinsiure und der Chloride 
durch Silbernitrat, Austin und van Slyke**) empfehlen aber 
jetzt an Stelle derselben die getrennte Fillung. 

2. Eine unvollstindige nasse Veraschung der organischen 
Substanz liegt in den Methoden vor, die im wesentlichen in 
einer AufschlieBung der organischen Substanz durch Erhitzen 
mit Salpetersiiure bestehen. Die Zerstérung der organischen 
Substanzen nach vy. Korinyi*’) durch Kochen mit Salpeter- 
siure und Kaliumhypermanganat gibt nach Rusznyik**) fir 
Plasma und Serum richtige Werte, ist aber nach demselben 
nicht allgemein anwendbar. Sie wurde durch Rusznyak**) 
auch zur Mikromethode fiir verschiedene Kérperfliissigkeiten 
ausgearbeitet. Die von v. Moraczewski®) empfohlene, aber 
nicht kontrollierte Methode fibrt nach Rosemann®!) zu keinen 
richtigen Werten. Die Methode von Ambard und Weill®?) 
wurde tiberhaupt nicht kontrolliert, Weitzel) zieht zur Kon- 
trolle seiner Methode die trockene Veraschung heran. 

3. Was nun die nasse Veraschung betrifft, erhielten O ppler**) 
und Rosemann®) mit der Neumannschen Methode falsche 
Resultate, sie wird auch von Aron®) nicht empfohlen; tiber 
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gute Resultate berichtet nur Japelli.®’) Auch die von Symes) 
vorgeschlagene Modifikation dieser Methode ergab nach seinen 
eigenen Analysen unrichtige Werte. Unter den Methoden 
der nassen Veraschung wire besonders die durch Emde®*) be- 
kanntgemachte Methode der nassen Veraschung durch Schwefel- 
siure und Chromsiure von Baubigny und Chavanne hervor- 
zuheben, die offenbar auch fir Kérpersifte und Organe gute 
Resultate ergeben wiirde. Ihr dhnlich ist die von Bell und 
Doisy»*) angegebene Methode mit Schwefelsiure und Persulfat, 
die aber leider mit keiner Standardmethode oder durch Zu- 
satz bekannter Kochsalzmengen kontrolliert wurde. Die von 
Mandel und Neuberg*) vorgeschlagene Veraschung mit 
Wasserstoffsuperoxyd ergab fiir organisch gebundenes Halogen 
gute Resultate, doch muB ihre Anwendbarkeit nach denselben 
Autoren durch Vorversuche festgestellt werden; ihre Resultate 
wurden durch Merl und Lift®) bestatigt. Unter diese Me- 
thoden ist schlieBlich auch die von mir vorgeschlagene zu reihen. 

4, Endlich ist noch zu erwihnen, daB die trockene Ver- 
aschung auch in den letzten Jahren haufig angewandt wurde. *) 
Die von Cameron und Hollenberg und Weitzel empfohlenen 
Arten derselben mégen bei peinlich genauem Arbeiten gute 
Resultate geben, doch miiBten sie entweder durch Vergleich 
mit einer Standardmethode oder durch Zusatz bekannter Koch- 
salzmengen zur zu untersuchenden Substanz kontrolliert werden. 
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Versuche mit Saccharomyces Marxianus und Oberhefe R. 
Von 


H. vy. Euler und K. Josephson. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Februar 1922.) 


Die Versuche, welche wir in dieser Mitteilung beschreiben, 
sind teils mit eiem Stamm von Saccharomyces Marxianus 
angestellt, welchen uns Herr Direktor A. Klécker, Carlsberg- 
Laboratorium, freundlichst iiberlassen hat, dem auch hier 
bestens gedankt sei; teils mit einer Oberhefe der PreBhefe- 
fabrik in Rotebro (Schweden), welche dort in Reinkultur ge- 
halten wird; wir verdanken sie Herrn Direktor H. Brahmer. 

Wir bezeichnen diese Hefe, welche gegenwirtig im hiesigen 
Laboratorium zu einer Reihe von Arbeiten verwendet wird, 
als Oberhefe R. Die beiden Hefen sollen in niachster Zeit 
hier vollstandiger studiert werden; einstweilen seien zu ihrer 
Charakterisierung!) folgende Angaben gemacht: 


1. Saccharomyces Marxianus (Stamm Klécker). 


Zellenzahl per Gramm Trockengew. . 7-10%° 
Halbgirzeit bei 30° (ohne N, 2°/, PO,) 550 
Inversionsvermégen, Inv. ... . . 4,6+10~"4 





‘') Wir schlieBen uns, um in der Garungslitteratur méglichst bald 
eine Einheitlichkeit der Angaben zu erzielen, kinftig dem Vorschlag 
Willstitters und Steibelts [Diese Zs. Bd. 115, 8S. 218 (1921)] hin- 
sichtlich Einheiten und Normalbedingungen der Girung an. Die Halb- 
giirzeiten messen wir jedoch im allgemeinen in der reinen, 2°/, PQ,- 
haltigen Zuckerlésung und geben Versuche mit Nihrlésungen, durch 
welche eine Anzahl unbekannter Faktoren eingefiihrt wird, besonders an. 
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2. Oberhefe R. 


Zellenzah) per Gramm... .. . 2,6+10" 
Halbgiirzeit bei 30° (ohne N, 2°/, PO.) 140—150 
Inversionsvermégen, Inv. ... . . 8,5+°107#, 


Versuchsbedingungen. 

Die Verfolgung der Girung geschah wie bei friiheren Ar- 
beiten volumetrisch, und zwar wurde unter Schiitteln die ent- 
wickelte Kohlensiure durch Kapillarréhren in fein geteilte 
Biiretten geleitet und in diesen mit dem natiirlichen Feuchtig- 
keitsgrad bei Zimmertemperatur (17°) und Atmosphirendruck 
(um 760 mm) gemessen. 

Die Girkélbchen befanden sich im elektrisch geheizten 
Thermostaten bei 30°+0,02°% Sie enthielten, wenn nichts 
anderes angegeben, bei den nachstehend angegebenen Messungen 
25 com Lésung von einem Gehalt von 4°/, Hexose (also im 
ganzen, wie in den Willstatterschen Versuchen, 1 g Zucker), 
ferner rund 2°/, PO, als gemischtes Phosphat von der Aciditit 
Po = 4,5. 

Als Halbgirzeit geben wir nach Willstaitters Vorschlag 
die Zeit in Minuten an, in welcher bei der bestimmten Girungs- 
temperatur unter den angegebenen Bedingungen die Hialfte 
der theoretisch méglichen Kohlensiéure entbunden wird. Be- 
dingungen: 1 g Hexose in 20 (bzw. 25) com Lésung, enthaltend 
2°/, PO,; dazu eine Hefemenge, welche 0,2 g trockener Hefe 
entspricht. Halbgirmenge der Kohlensiure ist unter unseren 
Bedingungen (17°, 760 mm) 136 ccm. 

Was die Bestimmung der Inversionsgeschwindigkeit und 
die Berechnung des Inversionsvermégens betrifft, so verweisen 
wir auf die diesbeziiglichen friiheren Arbeiten aus dem hiesigen 
Laboratorium.') Die Reaktionsmischung, jedesmal 60 ccm be- 
tragend, war also folgendermaBen zusammengesetzt: 


4,8 ¢ Rohrzucker, 25 cem Emulsion der Hefezellen, 
10 cem 4°%/,ige KH,PO,-Lésung, 25 ecm Wasser. 


Die Methodik zur Bestimmung des Zellenzuwachses findet 
man 8. 47 angegeben. 





1) Besonders Diese Zs. Bd. 106, S. 201 (1919). 
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A. Garungsversuche mit Saccharomyces Marxianus. 


Saccharomyces Marxianus (KE. Chr. Hansen) vergirt, wie 
Hansen!) festgestellt und A. Klécker*) in einer sehr griind- 
lichen Untersuchung bestiitigt hat, zwar Glucose und Fructose 
sowie Rohrzucker, nicht aber Maltose. 

Die Untersuchung eines aus Saccharomyces Marxianus 
gewonnenen Hefenextraktes hat uns zu der Frage veranlabBt, 
ob ein dem Hardenschen Co-Enzym entsprechender Aktivator 
die Vergiirung der Maltose durch S. Marxianus bewirken kann. 

Die Marxianushefe war bei 25° auf verdiinntem Hefe- 
wasser gezogen worden, dem zuniichst 4 und bei weiterer 
Kultur 8°/, Rohrzucker zugesetzt wurde. Zur Untersuchung 
wurde die abgesetzte Hefe abfiltriert, und durch Abpressen 
von Wasser bis zu einem ‘Trockensubstanzgehalt von rund 
30°/, betreit. 

Versuchsreihe la. 
Frische Hefe vom Trockengewicht 58 °/,. Giirung bei 30°. 
Volumen 25 cem. 
Stunden 0,5 1 2 3 4 5 6 7 
Pes 15 3,6 8,6 14,5 21,0 27,5 35,8 42,8 eem CO, 


Maltose 


») € ‘ 9 9 a a - 
“ae | 10 18 26 30 28 28 2,8 cem CO, 


Versuchsreihe 1b, 
Frische Hefe vom Trockengewicht 34°/,. Girung bei 30° 
Volumen 50 cem. 
Minuten 15 30 40 50 60 80 100 120 150 


hig am 7,1 10,3 14,8 18,9 25,5 34,0 48,2 68,5cem CO, 
? o 


Maltose 


Pen 2,7 3,4 40 4,5 50 5,3 5,6 5,9cem CO, 


Die Girkraft gegeniiber Glucose ist in beiden Versuchen 
gering. Aus obigen Zahlen ergibt sich, daB 1 g Hefe bei 30° 
100 ccm CO, in 105 Minuten entwickelt. Als Halbgirzeit 
geben wir 560 Minuten an. Maltose wird tatsichlich nicht 
vergoren; die wenigen Kubikzentimeter CO,, welche sich aus 





1) Hansen, Medd. Carlsberg- Lab. Bd. 2, 8.222 (1888); Bd. 5, 8. 1 (1900). 
*) Klécker, Medd. Carlsberg-Lab. Bd. 4, 8S. 63 (1895); vgl. auch 
E. Fischer u. Thierfelder, Chem. Ber. Bd. 27, S. 2031 (1894). 





Versuche mit Saccharomyces Marxianus und Oberhefe R. 45 


dieser Zuckerlésung entwickelten, sind der Selbstgirung zu- 
zuschreiben. 

Der Hauptversuch zeigte, daB eine Vergirung der Maltose 
durch unsere Hefe auch dann nicht eintrat, wenn der 
Hefe ein groBer UberschuB an Co-Enzym, erhalten durch 
Ausziehen getrockneter Unterhefe bei etwa 50° in der Lésung 
zur Verfiigung stand. 

Da der Betrag der Selbstgirung annahernd der gleiche 
war, so kénnen wir auf die Wiedergabe der Zahlen verzichten. 


Versuchsreihe 2. 

Quantitative Girungsversuche mit S. Marxianus sind unseres 
Wissens bis jetzt nicht veréffentlicht worden. Es hat uns 
deshalb interessiert, die Girkraft dieser Hefe sowohl gegen- 
iiber Glucose als gegeniiber Rohrzucker genau festzulegen. 

Die Versuche haben gezeigt, daB Glucose und Rohrzucker 
mit fast vollkommen gleicher Geschwindigkeit vergoren werden. 


Kubikzentimeter CO, (18°). 

















Glucose Rohrzucker Maltose 
Bde | ; 587 g 526 522 2 
Minuten | ote © | Hefe © | Hefo = | Hefo = | Hefe = 
0161g  0159¢ | 0,162¢ | 0,158¢ | 0,157¢ 
‘T'rockenh. | Trockenh. | Trockenh. Trockenh, | Trockenh. 
3 4,3 3,8 4,2 4,8 1,1 
60 108 | 9,8 10,2 12,2 3,0 
90 16,8 16,0 17,6 18,8 win 
120 $34 | 21,9 2s | wa 3,9 
190 39,1 | 36,6 390 | 41,8 4,0 
230 480 | 45,8 498 | 52,0 4,0 
270 58,8 56,2 61,7 64,5 4,2 
300 68,6 64,3 71,0 14,4 4,2 











Versuchsreihe 3. 


Ks wurde durch folgenden Versuch festgestellt, da8 auch 
bei héherer Temperatur, naimlich 40°, eine Vergirung der 
Maltose durch Marxianushefe nicht eintritt. Dieser Versuch 
ergab gleichzeitig, daB der Temperaturkoeffizient der Glucose- 
girung durch unsere Marxianushefe durchaus normal ist, d. h. 
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dem fiir Kulturhefen ermittelten entspricht. Zwischen 30 und 


H. v. Euler und K. Josephson, 





40° steigt die Reaktionsgeschwindigkeit um das 1,75 fache. 


0,55 g Hefe. 


Kubikzentimeter COQ,. 





Minuten 


30 
60 
90 


120 
150 
180 


210 
240 
300 


330 
360 





Glucose 


6,5 


12,2 
18,6 


25,8 
33,0 
40,8 


48,5 
57,5 
74,3 


82,5 
90,6 


Marxianus. 





30° | Glucose 40° 


14,5 
25,8 
37,9 


51,8 
64,3 
79,1 
93,8 


107,3 
136,3 


150,3 
163,6 


Versuchsreihe 4. 


Bei der Trocknung zeigt S. Marxianus die gleiche Schwi- 
chung der Girkraft, die wir bei den gewéhnlichen Kulturhefen 


Trockenhefe. 
4°/, Glucose + 2°/, Phosphat in 25 ccm. 


Maltose 40° 











Kubikzentimeter CO, (18°). 


7,9 
9,8 
9,5 


9,8 
10,0 
10.2 


10,3 
10,3 
10,6 


10,7 
10,8 





Minuten 


30 

60 

90 
120 
150 
210 
240 
270 
330 
390 
420 





15 





0,8 


1,9 


2,6 
3,5 
4,4 
5,8 
6,4 
9,6 

12,6 

15,3 

21,7 

32.0 

39,0 





g Trockenhefe 


0,8 
at 
1,7 
2,6 
3,5 
4,3 
5,5 
8,6 

11,6 

14,2 

21,2 

30,9 

88,0 





10,6 
12,6 





1,2 


0,228 
alkoholbehandelt 


1,5 
1,5 
1,6 
1,6 
1,6 
1,6 
1,6 
1,6 
1,6 
1,6 
1,6 
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kennen, die aber noch nicht naher aufgeklairt ist. Ferner 
sehen wir aus dem Girungsverlauf die gleiche Wiederher- 
stellung der Garkraft, vermutlich durch langsame Quellung 
des Zellinhaltes. Von mehreren Versuchen fiihren wir nur 
den vorstehenden an. 


Versuchsreihe 5, 


Mit S. Marxianus haben Euler und Palm!) vor etwa 
10 Jahren Versuche angestellt, bei welchen sich ergeben hatte, 
daB die Vermehrungsgeschwindigkeit dieser Hefe ziemlich un- 
abhingig davon war, ob der Nahrlésung als Kohlehydrat ein 
vergirbarer Zucker, Rohrzucker bzw. Galactose, oder ein nicht 
vergirbarer, Lactose, zugesetzt worden war. Die damals ab- 
gebrochenen Versuche waren beziiglich der Beobachtungen an 
S. Marxianus nicht ganz eindeutig gewesen und das Zahlen- 
material ist auch nicht mitgeteilt worden. Da die Frage, wie 
eine nicht vergirbare Biose assimiliert wird, nicht ohne all- 
gemeine Bedeutung ist, haben wir die Versuche mit unserem 
Marxianusstamm wieder aufgenommen und zwar diesmal als 
nicht vergirbare Biose Maltose gewahlt, wihrend die Parallel- 
versuche mit Glucose angestellt wurden. 

Was die Methodik betrifft?), so wurde die Vermehrungs- 
geschwindigkeit wieder durch Zellenzihlung in der Thoma- 
Zeissschen Kammer vorgenommen. Diese Methode ist zwar 
zeitraubend und anstrengend, aber auch bedeutend zuverlassiger 
als die volumetrische Bestimmung der abzentrifugierten Hefe. 
Die angegebenen Werte der Zellenzahl sind Mittel aus je 
25—50 Ziahlungen. In der folgenden Tabelle sind diese Mittel 
per Quadrat der Thomaschen Kammer angegeben. Die An- 
zahl Zellen per Quadratmillimeter berechnet sich hieraus durch 
Multiplikation mit 4000. 

Die Nahrlésung enthielt per Liter 

1 g Ammoniumphosphat, 0,25 g MgSO,, 
0,25 g NaCl, 10 g Harnstoff. 


') Euler u. Palm, Diese Zs. Bd. 81, S. 59 (1912.) 
®) Uber die Methodik der Wachstumsmessungen vgl. Eulers Mono- 
graphie: Chemie der Hefe und der alkoholischen Girung. Leipzig 1915. 
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Je 50 ccm dieser Lésung befanden sich in 100 ccm- 
Kolben. In diesem Volumen wurde 1g Glucose bzw. Maltose 
gelést. Hierauf wurden die Kolben 3 mal je '/, Stunde bei 


100° sterilisiert. 


Das Impfen der Liésungen geschah mit einer sterilen 
Pipette; unmittelbar darauf wurde die erste Zellenzihlung vor- 
genommen. Wihrend der Entwicklung befanden sich die 
Kolben in einem Thermostaten bei 26°. 









































Beginn 2 Tage 
Lésung nee tne ae = : 
N | logN N log N 
1 Glucose 2,6 | 0,41 5,0 0,70 
2 ‘s 1,7 | 0,28 4,2 | 0,62 
8 Maltose 18 | 0,26 41 | 0,61 
4 as 1,2 | 0,08 2,3 | 0,36 
5 2,0 | 0,80 4,4 | 0,64 
log N ‘i 
L0 7 
IY 
y LZ 
G9 7 W4 5 
G8 és 
4 
07 yA 
06 











ie 
aw 



































Lage 


4 Tage 
N log N 
9,6 | 0,98 
6,7 0,88 
7,3 0,86 
4,9 | 0,69 
7,0 0,85 
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Aus den Zahlen der Tabelle und aus der Figur geht hervor, 
daB die Entwicklung der Hefe in der Glucose- und Maltose- 
lésung recht annaihernd dem einfachen exponentiellen Gesetz folgt, 
und daB die Vermehrungskonstante k= 1/t-loga,/a, in beiden 
Fallen annihernd gleich groB ist. Da die Maltose von S. Marxianus 
nicht vergoren wird, ist das Ergebnis gewif auffallend und bedarf 
einer Erklirung.’) 

Inversionsversuch. 

Versuchsbedingungen vgl. S. 43. 

Die Beobachtungen findet man in folgender Tabelle zu- 
sammengestellt und berechnet. 





a 3 ° os . " 0 
; Drehung | Reaktions- | Inversionstemperatur 17 = 
am E ; = aaa Zellenzahl | Inv. = —— 
= | Graden k . nv: = “Zellenzahl 
1 0 1,35 4,6+10° 
16 1,03 0,87-10—* 8-10-14) * 
24 0,92 0,81-10—4 tiene 
a) —0,47 
2 0 1,31 56-10 
4 1,20 1,15+10~* | —14) * 
8 1,14 | 0,91-107¢ taal 
6) — 0,46 
3 0 1,32 7,6+10° 
18 1,02 0,74-10—~* 4.6+10—14 ** 
24 0,94 0,72-10—4 aia 
a) — 0,46 














Bemerkung: * In Versuch 1 und 2 hat neben der Inversion Girung 
stattgefunden. Dadurch sind die Werte Inv. beeinfluBt. 
** Girungist durch Zusatz von 0,5 ecm Chloroform ausgeschaltet. 





1) Die in der Tabelle angegebenen Zellenzahlen zeigen, da8 die 
Vermehrung nach 4 Tagen bei unseren Versuchen noch bei weitem nicht 
die in den angewandten Nihrlésungen mégliche obere Grenze erreicht 
hat. In der Nihe dieses Gebietes miissen die Messungen noch ergiinzt 
werden; es ist kaum zu erwarten, daB in demselben die Unabhingigkeit 
der Entwicklung von der Zuckerart bestehen bleibt, besonders wenn 
man bedenkt’, daB bei Kulturhefen Entwicklungsgeschwindigkeit und 
Girung im allgemeinen parallel gehen. 

2) Zur Berechnung der Reaktionskonstante ‘ wurden die Zeiten in 
Minuten umgerechnet. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 4 


Re? cath 
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Aus dem Versuch 3 geht hervor, daB® das Inversionsver- 
mégen der Hefe S. Marxianus sehr gering ist. Ein Vergleich 
mit der Zusammenstellung der bis jetzt untersuchten Werte’) 
ergibt, daB das Inversionsvermégen rund 100 mal kleiner ist 
als bei den untersuchten Kulturhefen. 


B. Garungsversuche mit Oberhefe R. 


Versuchsreihe 1. 


Die in unsere Laboratoriumsversuche neu _ eingefiihrte 
Oberhefe R ist zuniichst ohne Vorbehandlung so_ unter- 
sucht worden, wie sie uns von der PreBhefefabrik Rotebro 
in reinem und frisch abgepreftem Zustand geliefert wird. Die 
Versuchsbedingungen sind bereits auf 8. 43 angegeben. Aci- 
ditt Pu = 4,5. 

Die in der folgenden Tabelle angegebenen Hefemengen 
befinden sich in 25 ccm Lésung; dieselbe enthilt 4°/, Glucose 
und 2°/, PO,, sonst keine Zusitze. 


Minuten:15 30 60 90 120 150 180 210 240 
0,497 g | 
roe 
0,125 g 
Trock.-| 8,2 18,8 37,8 56,6 73,1 89,5 106,5 124,38 139,0 eem CO, 
Gew. 


8,4 18,6 37,4 56,5 72,8 89,8 105,8 123,5 188,4 eem CO, 





1 g Hefe entwickelt bei 30° 100 eem CO, in 22 Minuten. 


In welcher Weise die hier gefundene Girkraft durch vor- 
hergehende Girungen und durch verschiedene Kulturbedingungen 
beeinflu&t wird, wird durch weitere Versuche festgestellt. Die 
mittlere Halbgirzeit ist nach den bis jetzt angestellten 
Messungen 140—150 Minuten. 


Versuchsreihe 2. 


Es ist bekannt, daB Hefen allgemein auch bei schneller 
Trocknung an Luft sehr viel an ihrer Giarkraft einbiiBen. 
Dieser Umstand ist in Arbeiten aus dem hiesigen Laboratorium 
mehrfach betont worden; die Vorginge bei der Trocknung, 


) Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 106, S. 220 (1919). 
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insbesondere die Schidigungen der einzelnen Girungsenzyme, 
bediirfen noch eingehender Untersuchungen. 

Wird unsere Oberhefe R beim Sieben in sehr dinner 
Schicht ausgebreitet (etwa 1kg PreShefe auf 4 qm), so trocknet 
sie bei 18° Zimmertemperatur etwa in 12 Stunden. 

Sie wird dann im Morser fein gemahlen und abgewogen (I). 
Zum Vergleich wurde ein anderer Teil der gleichen abgepreBten 
Hefe von etwa 33°/, Trockensubstanzgehalt in etwa die finf- 
fache Menge gekiihlten absoluten Alkohols eingetragen und zu 
einer gleichmaiBigen Emulsion verrieben. Der Alkohol wird 
abgegossen und einmal erneuert. Dann wird abgesogen, ab- 
gepreBt und der Alkoholrest wird im Vakuumexsiccator ent- 
fernt (II). 


1 g Glucose in 25 ecm 2°/,iger KH,PO,-Lésung. 
Kubikzentimeter CO, (18°). 





























: Luftgetrocknete Hefe Alkoholbehandelte Hefe 
Minuten setinhcanineeiestil — si eedeanialensictauatenld 
0,8 g Hefe | 0,223 g Hefe | 0,8 ¢ Hefe | 0,223 g Hefe 
30 6,0 | 2,2 2,1 2,0 
60 13,0 3,3 2,4 2,2 
90 20,9 4,1 2,6 2,2 
120 29,6 | 5,0 2,8 2,3 
150 39,6 6,2 3,0 2,35 
180 54,9 8,2 3,2 2,4 
210 70,7 10,3 3,6 | 2,5 
240 89,4 | 12,9 3,8 2,5 
270 108,38 | 16,7 4,2 2,5 
330 157,5 | 25,2 4,6 2,6 
360 188,7 | 30,3 4,8 2.6 
390 221,2 36,5 5,1 4 








Obwohl die Alkoholbehandlung zu keiner Erwirmung der 
Mischung fiihren konnte, welche 5° iiberstiegen hitte, war doch 
die Schidigung durch die Alkoholbehandlung so stark, daB 
kaum 1°/, der urspriinglichen Girkraft erhalten geblieben ist. 

In einem folgenden Versuch wurde die Dauer der Alkohol- 
behandlung noch weiter abgekiirzt, so daB nun eine etwas 


gréBere Wirksamkeit der Alkoholtrockenhefe erzielt wurde. 
4* 
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1 g Glucose in 25 ecem 2°/, iger KH,PO,-Lésung. 
Kubikzentimeter CO, (18°). 























: Luftgetrocknete Hefe Alkoholbehandelte Hefe 
Minuten |— 

0,4g¢ Hefe | 0,8 ¢ Hefe 8,0¢ Hefe | 1,0g Hefe 
30 4,9 8,9 61 | 2,6 
60 10,0 19,4 18,2 | 3,8 
90 15,4 30,0 37,5 | 5,0 
120 21,2 42.0 60,2 | 6,2 
150 28,6 | 57,4 88,2 | 7,4 
180 37,0 | 76,9 116,7 | 9,1 
210 47,2 96,4 144.3 11,1 
240 59,2 119,4 172,1 13,7 
270 71,5 145,8 201,3 17,1 
360 _ | on - 35,6 











Was die Wirksamkeit der luftgetrockneten Hefe be- 
trifit, so kann man diesem und dem vorhergehenden Versuch 
das angendherte Resultat entnehmen, daB (bei 30°) 1 g Hefe 
100 ccm in 190 Minuten entwickeln. 

Der Vergleich mit der Versuchsreihe 1 zeigt, daB die Wirk- 
samkeit dieser luftgetrockneten Hefe rund ?/, von derjenigen 
der frischen Hefe betrigt. 

Genau kann dieses Verhiltnis nicht festgelegt werden, da 
zwischen der angewandten Menge T'rockenhefe und der in der 
Zeiteinheit entwickelten Menge CO, keine Proportionalitat be- 
steht. Hierauf ist schon friiher aufmerksam gemacht worden.’) 
Auch hier, besonders in der Tabelle S. 51, zeigt sich wieder, 
daB die Girkraft per Gramm Hefe mit steigender Menge ge- 
trockneter Hefe wichst. 

Das gleiche zeigt sich bei der Girung der Maltose mit 
luftgetrockneter Hefe (25 ccm Lésung, 2°/, PO,, 4°/, Maltose). 


Minuten 30 60 90 120 150 180 210 240 270 
0,4g Hefe 4,7 10,5 17,2 25,0 33,5 44,5 58,7 72,5 87,3 ecm CO, 
0,8 g Hefe 10,0 26,3 43,2 62,3 85,2 109,0 133,9 156,2 184,2 cem CO, 





1) Euler u. Myrbick, Diese Zs, Bd. 117, 8S. 28 und zwar S. 31 
(1912.) 
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Bei der Alkoholtrockenhefe ist diese Erscheinung be- 
sonders auffallend (vgl. Tab. 8. 52, die beiden letzten Spalten). 
Einen weiteren Beleg hierfiir geben die folgenden Zahlen: 


Mit Alkohol entwisserte Hefe in 25 cem Lésung. 2°/, PO,, 4°/, Glucose. 
Minuten 30 60 90 120 150 180 210 240 300 

ig Hefe 3,8 6,8 10,2 18,7 18,3 24,5 30,6 40,5 63,5cemCO, 
1,5¢Hefe 4,7 11,1 20,6 30,4 42,1 56,1 71,6 90,3 128,1cemCO, 


Inversionsversuch. 


Versuchsbedingungen siehe S. 43. 
Die Beobachtungen sind in folgender Tabelle mit den 
Berechnungen zusammengestellt. 








Reak- Inversionstemperatur 17° 














g Drehung k 
= tionskonst. 
£& |in Graden ‘ Mittel |, | _ k-g Gucker 
= k Zellenzahl | Inv. Fetlenzabl 
0 1,32 | 
15 1,10 | 38-10-* 
30 0,93 36-10-! el aad oe ” 
45 0,78 35.19—+ | 35°10 2,0-10 | 8,4-10 
60 0,69 32.10-+ | 
co | —0,46 | 
0 1,33 | 
15 1,06 | 47-10-! |] . | 
32 0,88 | 44-10-4 Ss 
45 0,65 46-10-* | 46°10~* | 2,6-10° | 8,5-10-19 
? 
60 0,45 48-10—* 
co} —0,47 














Das Inversionsvermégen der Oberhefe R ist diesen Ver- 
suchen zufolge erheblich gréBer als dasjenige unserer friiheren 
Oberhefe SB. Fiir diese war festgestellt worden: 


Inv. = (3,0 + 0,5)- 10722, 


Anhang: Versuch der enzymatischen Veresterung der Lactose 
mit Phosphat. 


Bei friiheren gelegentlichen Versuchen, Lactose mit Phosphat zu 
verestern, waren die optimalen Acidititsbedingungen der Phosphatese noch 
nicht bekannt. Nachdem dieselben nun neuerdings festgestellt waren, 
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haben wir uns nochmals davon iiberzeugen wollen, daB Lactose unter 
den gleichen Bedingungen, welche glatt zur Synthese des Zymophosphats 
fiihren, nicht verestert wird, da eine Bindung des Phosphats an Lactose 
durch eine diese Biose nicht vergiirende Hefe fiir die Theorie der Girung 
nicht ohne Bedeutung wiire. 

Wir geben in aller Kiirze die Versuchsbedingungen und Beobach- 
tungen. 


Versuchslésung: 50 ccm 0,3 n-Phosphatlésung, 
2 ccm Essigester. 
5 g Trockenhefe. 


Die Hefe wurde wiihrend 3 Stunden bei 30° der Selbstgiirung iiber- 
lassen, dann wurde 12 g Lactose zugesetzt. 


mg Mg,P,0, 
Minuten Versuch I, py = 5,7 Versuch II, p;, = 6,3 
3 99,7 112 
60 99,7 110 
120 98,6 —_ 
240 —_ 110 


Es war also keine Veresterung eingetreten. 


Besprechung. 


Die fiir Saccharomyces Marxianus gefundene Inversions- 
fahigkeit, welche im Vergleich zu derjenigen der gewohnlichen 
Kulturhefen und im Vergleich mit der Girfahigkeit sehr gering 
ist, hat uns an das Verhalten unserer Unterhefe H zu Maltose 
erinnert, das im hiesigen Laboratorium mehrfach untersucht 
worden ist.}) 

Die frische Hefe H vergirt Maltose angenihert ebenso 
schnell wie Glucose, die Hydrolyse verlauft aber nicht schneller 
als die Vergirung. Dieser Umstand, der friiheren Forschern 
entgangen war, da vergleichende dynamische Versuche selten 
angestellt worden sind, hat zeitig unsere Aufmerksamkeit erregt. 
Euler und Lundeqvist schreiben (a. a. O., S. 103): 

,»Man koénnte geneigt sein, folgenden SchluB zu ziehen: 
Da nach obigem Ergebnis die Glucose in vergirenden Maltose- 
lésungen nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden sein 
kann und da anderseits die Gairungsgeschwindigkeit der vor- 


1) Euler u. Lundeqvist, Diese Zs. Bd. 72, 8. 97 (1911); Euler 
u. Kullberg, Diese Zs, Bd. 73, 8. 85 (1911). 
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handenen Zuckermenge proportional ist, so mite, wenn nur 
Glucose vergoren wiirde, die Garungsgeschwindigkeit etwa '/,, 
von derjenigen einer gleich konzentrierten Glucoseliésung be- 
tragen. Da nun erfahrungsgemif8 die Girungsgeschwindigkeiten 
annihernd gleich sind, so muB auch die Maltose der direkten 
Girung unterliegen. Der von EK. Fischer gefiihrte Nachweis 
daB viele Hefen ein maltosespaltendes Enzym enthalten, sagt 
ja noch nicht, daB nicht Maltose unter Umstiinden von diesen 
Hefen direkt gespalten werden kénnte.“ 

Indessen haben Euler und Lundegqvist diesen SchluB 
nicht als stichhaltig angesehen und sind zum Resultat ge- 
kommen, da die Maltose zuniichst hydrolysiert wird. 

Kine iihnliche Uberlegung gilt fiir Monilia candida hin- 
sichtlich des Verhaltens zu Rohrzucker, woriiber in AnschluB 
an die Ergebnisse von EK. Fischer ebenfalls einige Versuche 
angestellt worden waren. 

In kiirzlich erschienenen Arbeiten, welchen man die Kenntnis 
vieler neuer T'atsachen und eine wesentlich vertiefte Kinsicht 
in die Wirkungsweise der Maltase verdankt, ist Willstitter’) 
auf das Problem der Maltosevergirung zuriickgekommen. Er ge- 
langt zum SchluB, daB Maltose ebenso wie die anderen Biosen 
direkt vergoren wird, und zwar nimmt er fiir jede Biose eine 
besondere Zymase, z. B. fiir Maltose, eine Maltosezymase an. 

Dazu mégen hier einige Bemerkungen gestattet sein. 

Da Zymase nicht mehr als einheitliches Enzym im Sinne 
von EK. Buchners urspriinglicher Auffassung angesprochen 
werden kann, da vielmehr, wie die Untersuchungen von Buchner 
und Meisenheimer, Harden und Young, sowie von Neuberg 
ergeben haben, die Girung durch ein Zusammenwirken von 
mehreren, vermutlich zahlreichen Teilenzymen zustande kommt, 
so miBte man die Vorstellung von einer Maltosezymase wohl 
dahin priazisieren, daf das erste Teilenzym des Zymasekom- 
plexes fiir Maltose ein anderes ist als fiir Glucose u.a. Hier- 
gegen lift sich kein Beweis erbringen. Hilt man indessen 





') Willstitter, Fr. Oppenheimer u. Steibelt, Diese Zs. Bd. 110, 
S. 232 (1920); Willstitter u, Steibelt, ebenda, Bd. 111, 8. 157 (1920) 
u. Bd. 115, S. 211 (1921). 
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an der Hardenschen Auffassung fest, daB die Girungsspaltung 
mit der Veresterung des zu vergirenden Kohlehydrats eingeleitet 
wird, so wirde das Auftreten von Biosephosphorsaéuren als 
Zwischenprodukte, wenn nicht notwendig, doch wahrscheinlich 
sein. Nun sind unsere Untersuchungen in dieser Hinsicht zwar 
noch nicht abgeschlossen, bis jetzt haben wir aber solche 
Kérper weder bei Anwendung von Maltose, noch von Lactose 
isolieren kénnen (Vers. S. 53). 

In Analogie mit einer Maltosezymase hatte man auch 
besondere Zymasen fiir die einzelnen vergirbaren Hexosen 
anzunehmen, wihrend die sonst nichstliegende Auffassung wohl 
die ist, da einleitend eine Umlagerung der betr. Hexose 
(eventuell iiber Fructose) in eine der direkten Vergiirung unter- 
liegende Zwischenform durch ein umlagerndes Enzym erfolgt. 

Man kann nun einwenden, da’ von Willstatter und 
Steibelt eine Anzahl Hefen beschrieben worden sind, bei 
welchen die isolierte Maltasewirkung viel geringer ist, als der 
gesamten Girung entspricht, ja bei welchen freie Maltase iiber- 
-haupt nicht nachgewiesen werden konnte. Die Frage ist, ob 
man aus der T'atsache, daB unter den von Willstitter ein- 
gehaltenen Versuchsbedingungen Maltase nicht, bzw. nicht un- 
abhingig von den G&arungsenzymen zur Wirksaimkeit gebracht 
werden konnte, auf die Abwesenheit von Maltase in der Hefe 
schlieBen darf. Zwei Umstiinde machen es zweifelhaft, ob man 
die an sich sehr wertvollen Bestimmungen von Willstitter 
und Steibelt theoretisch so verwerten muB, wie es die ge- 
nannten Forscher tun. Erstens ist, wie sich aus Willstitters 
und Steibelts Untersuchungen ergibt, die Maltase sehr schwer 
aus der Hefe abtrennbar, und es liegt kein zwingender Beweis 
vor, daB es nach der Methode von Willstaitter und Steibelt 
gelingt, die Gesamtheit der katalysierenden Gruppen, welche 
die Maltasehydrolyse in der Hefe bewirken, unabhingig von 
der Girung titberhaupt zur Wirkung zu bringen. 

Aber selbst wenn es gelingt, die in der Hefe wirksamen 
maltosehydrolysierenden Gruppen unverletzt vom eigentlichen 
Zymasesystem abzutrennen, so bleibt die Frage offen, ob nicht 
die Wirkungsfaihigkeit einer solchen durch irgendein Mittel 
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in Freiheit gesetzten Gruppe im isolierten Zustand eine ganz 
andere ist, als die Wirkungsfahigkeit der gleichen Gruppe in 
der Hefe, mit anderen Worten, ob der Zeitwert der freien und 
der in der Hefe gebundenen Maltase der gleiche ist. Wegen 
eines solchen Zweifels hat der eine von uns sogar bei der 
Saccharase, wo die Verhiltnisse relativ einfach liegen, da der 
Hauptteil vom iibrigen Enzymsystem der Hefe unabhingig ist, 
von dem durch dynamische Messungen ermittelten Enzymgehalt 
immer mit Vorbehalt gesprochen und hat hinsichtlich anderer 
Enzyme sogar relative Schitzungen des Enzymgehalts noch 
nicht gewagt. 

Auf Grund der erwihnten Bedenken halten wir einstweilen 
an den von Kuler und af Ugglas!) sowie Euler und Kull- 
berg?) geiiuBerten Vorstellungen fest, die davon ausgehen, dab 
sich freie Enzyme in mancher Hinsicht anders verhalten als 
solche, welche an das Protoplasma gebunden sind. Wir nehmen 
also an, daB an dem gemeinsamen Kern, welchen wir im An- 
schlu8 an die in der Zelllehre gebrauchlichen Nomenklatur 
Protoplasma%) nennen wollen, die Garungsenzyme gebildet werden 
und zum Teil an ihm haften, zum Teil schon in der lebenden 
Zelle abgespalten werden, allerdings nicht in reinem Zustand, 
sondern zusammen mit enzymatisch inaktiven Gruppen. 

Als T'ypus des letzteren Enzyms kann die Saccharase der 
meisten Kulturhefen gelten. Dagegen sind die eigentlichen 
Girungsenzyme fest an das Protoplasma gebunden, worauf 
schon die Schwierigkeit deutet, diese Enzyme zu extrahieren. 
Kine gewisse Parallelitit zwischen der Extraktionsfahigkeit der 
Enzyme und ihrer Toleranz gegen antiseptische Mittel wie 
Toluol, Chloroform lift sich nicht verkennen, so da8 man an- 
nehmen kann, daB die Hefenenzyme in ihrem gebundenen 
Zustand durch Anisthetica inaktiviert werden. Die teilweise 


1) Euler u. af Ugglas, Diese Zs. Bd. 70, S. 279 (1911); Zs. f. all- 
gem. Physiol. Bd. 12, 8. 364 (1911). 

*) Euler u. Kullberg, a.a.O. und zwar S. 96. 

5) Unter Protoplasma wurde nichts anderes verstanden als die- 
jenige chemisch noch unbekannte Substanz, welche der Triger der 
typischen Lebenserscheinungen und der Enzymbildung in der Zelle ist. 
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Abtrennung der gebundenen Enzyme gelingt zuweilen durch 
mechanische Eingriffe (Zerreifen der Zellen), zuweilen beim 
Trocknen, besser durch biochemischen oder rein chemischen 
Abbau des Protoplasmas. Bei jeder dieser Methoden scheint 
aber — unter den gegenwirtig bekannten Anwendungsformen 
wenigstens — ein nicht unbetrichtlicher Teil der Enzyme 
zerstért zu werden. 

Was nun speziell die Maltase betrifit. so steht sie in 
ihrem Verhalten zwischen der Saccharase und den eigentlichen 
Garungsenzymen. (Wie groB der gebundene Anteil der in der 
Hefe vorhandenen Maltase ist, hingt nach Willstitters Unter- 
suchungen stark von der Heferasse ab.) Jedenfalls nehmen 
wir an, daB die Maltase den anderen Teilenzymen der 
Girung in der Hefe gleichgeordnet ist; sie geht wie die 
anderen Enzyme, welche Teilreaktionen des Kohlehydratum- 
satzes bewirken, als Komponente in das Girungsenzymsystem 
der Zelle ein. 

Will man die Vorstellung von einem Enzym, welches ohne 
vorhergehende Hydrolyse die Maltase angreift, eingehender 
priizisieren, so wird man anzunehmen haben, daB die primiire 
Spaltung (bzw. Umlagerung oder Phosphatveresterung) an beiden 
Glucoseresten oder wenigstens an einem derselben?) erfolgt, 
bevor die Glucosidbindung zwischen den beiden Glucose- 
molekiilen gelést ist. Dies liegt durchaus im Bereich der 
Méglichkeit. Spaltung ohne vorhergehende Hydrolyse wiirde 
man aber auch erhalten, wenn beim girungsspaltenden Kata- 
lysator das Produkt Menge x Wirkungsfaihigkeit gréBer ist als 
beim hydrolysierenden Katalysator, d. h. bei der Maltase. Nur 
bleibt dann unerklirt, wieso Hefen wie Saccharomyces Marxianus 
wohl die Glucose, nicht aber die Maltose vergiren kénnen. 
Die einfachste Beantwortung dieser Frage diirfte sein, daB 
Saccharomyces Marxianus keine Maltase enthilt. Nimmt man 
dann keine spezielle Maltosezymase an, so wird durch das 
Verhalten der Marxianushefe die an sich verlockende Annahme 





1) Man wiirde in diesem Fall wohl anzunehmen haben, da8 nur 
die «-Form der Glucose der Girung unterliegt, da #-Glucoside nicht 
vergoren werden. 
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einer direkten Biosenvergirung ausgeschlossen, um so mehr, 
als unser Versuch (8.45) keinen Anhaltspunkt fiir die Existenz 
eines spezifischen Co-Enzyms der Maltosevergirung ergeben 
hat. Immerhin lohnt es sich noch, nach spezifischen Hemmungs- 
kérpern zu suchen, um fir die iibrigens seltenen Fille, die 
dem Verhalten der Marxianushefe analog sind, vielleicht eine 
andere Deutung zu finden. 

Was die Spaltung des Rohrzuckers durch S. Marxianus 
betrifit, so ist diese Hefe durch unsere Versuche (S. 45 u. 49) den 
an freier Saccharase armen Hefen angereiht, fiir welche Monilia 
candida bisher das typische Beispiel war. Um aber iiber die 
Rolle der Saccharase in der Marxianushefe weitere Schliisse 
zichen zu kénnen, mu erst noch die Menge und die Art der 
Antiseptica weiter variiert werden. 

Wir sind uns voll bewuft, da& unsere Annahme einer 
wesentlichen Verschiedenheit freier und gebundener Maltase 
nicht weniger hypothetisch ist als die Kinfiihrung einer be- 
sonderen Maltosezymase; immerhin gibt unserer Meinung nach 
die Besprechung und Ausformung von Arbeitshypothesen Ver- 
anlassung zu neuen Fragestellungen, welche fiir weitere Ex- 
perimentalarbeiten vielleicht nicht ohne Wert sind. 

Zusammenfassend wollen wir also nochmals betonen, dab 
es fiir die Frage: ,,Direkte Vergirung der Maltose oder vorher- 
gehende Hydrolyse,“ darauf ankommt, ob die gegenwirtige 
Methodik gestattet, die Gesamtheit der Maltasegruppen in der 
Hefe zu bestimmen, und wir wollen nicht unterlassen, hervor- 
zuheben, daB sich Willstitter und Steibelt iiber diesen Punkt 
klar waren, indem sie') bemerken: ,,Voraussetzung dieser Be- 
trachtungen ist die Zuverlissigkeit unserer Maltasebestimmung.“ 

Ks eriibrigt noch, kurz unser Ergebnis zu erwahnen, dai 
S. Marxianus in maltosehaltiger Nahrlésung die (wenigstens an- 
fingliche) Vermehrung der Zellenzahl fast ebenso schnell durch- 
macht, wie in Glucoselésung, trotz des Unterschieds in der 
Vergirbarkeit der beiden Zuckerarten durch die genannte Hefe. 


1) Willstitter u. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, S. 211 und zwar 
S. 229 (1921). 
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Da die zur Assimilation kommenden Kohlehydratmengen auBer- 
ordentlich geringe sind, so bleibt natiirlich die Annahme offen, 
daB diese kleine Menge tatsichlich vor der Assimilation hydro- 
lysiert wird, daB sich aber unter anderen Versuchsbedingungen 
diese kleine gespaltene Maltosemenge dem analytischen Nach- 
weis entzieht. In diesem Sinne haben sich friiher Euler und 
Palm!) ausgesprochen. Fiir den Fall, daB aber das Kohle- 
hydrat der Nahrlésung nicht direkt durch seine Vergirung als 
Energiequelle dient, kénnte die Aufnahme ohne Spaltung unter 
Umlagerung und Polymerisation?) zu Glykogen*) erfolgen, 
welches ja im Kohlehydratstoffwechsel der Hefe zweifellos eine 
wichtige Rolle spielt, aus zahlreichen Stoffen gebildet und 
schnell aufgespeichert wird. 


1) Kuler u. Palm, Diese Zs. Bd. 81, 8. 59 und zwar S. 70 (1912). 
*) Siehe hierzu Karrer, Helv. Bd. 4, 8. 263 (1921). 
3) Siehe hierzu Euler, Diese Zs. Bd. 90, 8. 355 (1914). 





Zur Kenntnis der Aciditatsbedingungen und der 
Temperaturempfindlichkeit der Saccharase. 
Von 
Hans y. Euler und Karl Myrbiick. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14, Februar 1922.) 


Die von Sérensen!) und von Michaelis’) aufgestellte 
Kurve, welche die Abhangigkeit der Wirksamkeit der Saccharase 
von der Aciditaét der Lésung darstellt, ist bekanntlich von 
Michaelis mit einer Dissoziationsrestkurve in Analogie ge- 
stellt worden. Die von Michaelis’) nunmehr vertretene Vor- 
stellung ist die, daB die Verbindung Saccharase—Rohrzucker 
eine Siure ist, und daB der Parameter der Geschwindigkeits- 
pu-Kurve die Siuredissoziationskonstante dieser Saccharase- 
Rohrzuckerverbindung darstellt. Es ist das Verdienst von 
Michaelis, zum ersten Male die Folgerungen aus einer solchen 
Annahme exakt entwickelt und zahlenmifig bestimmbare Kon- 
stanten fiir das Gleichgewicht zwischen Enzym und Substrat 
berechnet zu haben. Andererseits muB daran erinnert werden, 
daB die Annahme, welche Michaelis zur Deutung der Ge- 
schwindigkeits-py,-Kurve macht, nicht die einzig mégliche ist. 
Wie der eine von uns in einem zusammenfassenden Vortrag 4) 
betont hat, kénnen wir das Eintreten eines Aciditatsmaximums 
der Enzymwirksamkeit herleiten auch unter anderen speziellen 
Vorstellungen iiber die elektrolytische Natur der Saccharase 





1) Sdrensen, Biochem. Zs. Bd. 21, 8. 268 (1909). 

2) Michaelis u. Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 (1911). 

8) Michaelis u. Rothstein, ebenda Bd. 110, S. 217 (1920). 

4) Euler, Vortrag a. d. 1. Nord. Chemiker-Vers. am 2. Sept. 1920; 
Svensk Kemisk Tidskrift Bd. 33, S. 37 u. zwar 39 (1921). 
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bzw. der Verbindung Saccharase—Rohrzucker. Wie in dem 
zitierten Vortrag erwahnt wurde, kommt ein solches Maximum 
auch zustande, wenn wir die Molekiilart Saccharase—Rohr- 
zucker als Ampholyten behandeln, sowohl unter der Annahme, 
daB Saccharase als Saiure fungiert und Rohrzucker als Base, 
als unter der umgekehrten Annahme, daf die basische Gruppe 
der Saccharase zukommt und die saure Gruppe dem Robr- 
zucker. 

»selbst wenn man ganz von der elektrolytischen Natur 
der Verbindung und ihrer Komponenten absieht* — wurde 
damals hinzugefiigt —, ,,wiirde die beobachtete Aciditaitsfunktion 
gedeutet werden kénnen. Wir brauchen nur z. B. annehmen, 
daB die eine Komponente eine innere Umlagerung?) erfihrt 
und daB die Form, welche sich mit der anderen Komponente 
verbindet, ihre Maximalkonzentration bei der Aciditaét py, = 4—5 
besitzt“. 

Behailt man, wofiir vieles spricht, die Auffassung der 
Saccharase als Elektrolyten bei, so ware vom oben erwihnten 
Gesichtspunkt aus die Frage aufs, neue zu besprechen, ob An- 
haltspunkte fiir die Verteilung der salzbildenden Gruppen auf 
die beiden Komponenten gefunden werden kénnen. Es braucht 
sich ja die elektrochemische Natur der Verbindung Saccharase- 
Rohrzucker nicht auf je eine saure und basische Gruppe zu 
beschrinken. 


Hierzu verdient nun folgendes hervorgehoben zu werden: 


Was den Rohrzucker betrifft, so steht fest, daB er iiber- 
wiegend saure Eigenschaften besitzt. Seine Dissoziations- 
konstante K, ist schon mehrfach gemessen worden und steht 
nun ziemlich genau fest; sie betragt nach den zuverlissigen 
Bestimmungen von Michaelis 2,4-107% Den basischen 
Kigenschaften des Rohrzuckers entspricht mit Sicherheit eine 
kleinere Dissoziationskonstante. Nach einer friiher geiuBerten 





') In der Regel hingt indessen, wie hinzugefiigt wurde, eine solche 
Umlagerung gerade mit einer Salzbildung zusammen. Gerade bei den 
Zuckerarten sind soleche Umlagerungen schon mehrfach in Betracht ge- 
zogen worden. 
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Hypothese’) iiber die nicht enzymatische Inversion des Rohr- 
zuckers und in Analogie mit der Auffassung der Ester als 
Elektrolyte?) haben wir anzunehmen, daB bei der nicht enzy- 
matischen Inversion des Rohrzuckers durch Siuren der Rohr- 
zucker als Base fungiert. Da nun der Rohrzucker bekanntlich 
in alkalischer (saccharasefreier) Lésung nicht gespalten wird — 
die Inversionsgeschwindigkeit ist bei der Aciditit py =6 schon 
sehr klein (k- 10° = 0,2) —, so wird er auch bei Gegenwart 
von Enzym in alkalischer Lésung, mit steigendem OH-Uber- 
schuB seine Spaltungsfihigkeit verlieren. Mit anderen Worten: 
es ist anzunehmen, da der Rohrzucker auch bei der enzy- 
matischen Spaltung nicht als Saure, sondern als Base bzw. als 
neutrales Molekiil reagiert. 


Was nun die andere Komponente, die Saccharase, angeht, 
so hat Michaelis seine urspriingliche Auffassung darauf ge- 
stiitzt, daB dieses Knzym von basischen Adsorptionsmitteln 
adsorbiert wird, von sauren aber nicht. Nachdem sich nun 
durch die Untersuchungen von Willstitter und Racke’*) 
gezeigt hat, daB die Adsorptionsfahigkeit der Saccharase sich 
mit steigendem Reinheitsgrad stark aindert, so verfallt dieser 
Anhaltspunkt fiir die Auffassung der Saccharase als Siure. 
Kine experimentelle Grundlage beziiglich des elektrochemischen 
Charakters der Saccharase haben wir also gegenwartig nicht. 
Aber es kann geltend gemacht werden, daB sich die eingangs 
erwihnte Geschwindigkeits-py-Kurve berechnen laBt unter der 
Annahme, daB der Rohrzucker als Base, die Saccharase als 
Siure fungiert. 


In Riicksicht auf die weitere Entwicklung dieser Hypo- 
these war es natiirlich besonders wertvoll, eine Auffassung 
dariiber zu gewinnen, ob die erwiahnte experimentell fest- 
gestellte Kurve bzw. ihr Maximum bei p;, = 4 — 5 der Saccharase 


1) Euler, Zs. physikal. Chem. Bd. 36, 8. 641 (1901); Bd. 40, S. 498 
(1902); Bd. 47, S. 358 (1904). 

2) Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 115, 8S. 139 (1921). 

3) Willstitter u. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, 
S. 1 (1921). 
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selbst zukommt, oder ob sich dieses Acidititsoptimum stark 
mit steigendem Reinheitsgrad des Enzyms indert. Aus diesem 
Grunde haben wir Enzymlisungen, welche bei der Reinigungs- 
arbeit an Saccharase gewonnen wurden, dazu verwendet, die 
Aciditiitskurve festzustellen, und zwar mit Priparaten, welche 
etwa 20 mal aktiver waren als das von Michaelis ver- 
wendete. Eine solche Priifung lag um so niher, als wir 
vor einiger Zeit aus menschlichem und tierischem Darm 
eine Saccharase gewonnen hatten, welche ein durchaus anderes 
Puo-Optimum der Aktivitit zeigte, bei etwa py=6, wonach 
die Méglichkeit bestand, daB das Hefenenzym oder das Darm- 
enzym hinsichtlich seiner Acidititsbedingung durch eine an- 
haftende Substanzgruppe stark beeinfluBt war. 


Wie gleich vorweg mitgeteilt sei, hat sich mit dem viel 
weiter gereinigten Enzym das gleiche Aciditétsmaximum und 
iiberhaupt die gleiche Aciditatskurve ergeben, wie mit dem 
friiher untersuchten, welches jedenfalls groBe Mengen von Hefen- 
gummi und wohl auch anderer Stoffe gebunden enthielt. Nun 
ist zwar, wie auch die sehr erfolgreichen Arbeiten von Will- 
statter und Racke ergeben haben, eine Saccharase vom 
If-Wert 70 noch recht weit vom Zustand der Reinheit ent- 
fernt, so da definitive endgiiltige Schliisse aus unseren 
Messungen noch nicht gezogen werden kénnen. Immerhin ist 
durch die folgenden Messungen festgestellt, da&{ man auch bei 
fortschreitender Reinigungsarbeit bis in die hier in Betracht 
kommenden Inversionsfihigkeiten py =4—5 als Aciditits- 
optimum ansehen darf. 


Es folgen nun die experimentellen Belege. 


Beziiglich der Versuchsanordnung und Methodik kénnen 
wir auf die friitheren Arbeiten dieses Laboratoriums iiber 
Saccharasewirkungen verweisen. Die Enzymlésungen vom 
Wirksamkeitsgrad If = 39,3 wurden durch eine Kombination 
unserer friiheren Methodik mit der von Willstatter und 
Racke ausgearbeiteten Tonerdebehandlung dargestellt; wir 
werden auf unser priiparatives Verfahren demnichst zuriick- 
kommen. 
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C. Lésung K3 A. If = 69,3. 


























— Pufferlisung Pr k+ 10 k Rel. 
ES Ce ee eT: ee aaa 
22 KH,PO, + H,SO, 3,29 37 92, 
23 KH,PO, 4,37 39,5 99 
24 KH,PO, 4,55 40,0 100 
25 KH,PO, + Na,HPO, 5,05 38,5 97 
26 KH,PO, + Na,HPO, 6,51 23,3 58 
b. Lésung KI. If = 39,3. 
— Pufferlésung Pr I: 104 k Rel. 
17 KH,PO, + H,S0, 3,01 80 93 
2 KH,PO, 4,30 86 100 
18 . 4,50 86 100 
19 KH,PO, + Na,HPO, 5,19 84,5 98,3 
20 - 5,90 70 81,4 
21 ‘ 7,19 21,5 25 














In der Figur 1 ist die von Michaelis (l.c.) erhaltene Aciditiits- 
kurve ausgezogen, wihrend die Ergebnisse unserer 2 ersten 
Versuchsreihen A u. B (Beil. 9—16 u. 17—21) durch Punkte 
baw. Vierecke bezeichnet sind. Man iiberzeugt sich ohne weiteres 
von der guten Ubereinstimmung der ilteren und simtlicher 
neueren Werte. 


Temperaturempfindlichkeit einiger gereinigten 
Saccharaselosungen. 

Die gleichen Enzymlésungen, mit welchen wir die eben 
erwihnte Acidititskurve untersucht haben, wurden auch dazu 
verwendet, die Messungen von Laurin beziiglich der Tempe- 
raturempfindlichkeit der Saccharase bei optimaler Aciditit zu 
wiederholen, um zu sehen, ob die Stabilitit der Saccharase 
erheblich abgenommen hat, nachdem ein wesentlicher Teil der 
friher mit ihr verbundenen Verunreinigungen entfernt worden 
war. Auer durch die oben bereits angegebene Aktivitit, ist 
unsere 1. Enzymlésung If = 39,3 noch weiter dadurch charak- 
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terisiert, da8 der Kohlehydratgehalt nach der Molischschen 
Reaktion, welche Herr Assistent K. Josephson quantitativ aus- 
gestaltet hat, 40 + 10°/, des Trockengewichtes betrug. 
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Lésung KI. 











Beil i 
we | imma, | Ee | Rete 
3 nicht erhitzt 69 0 
4 55,2 69 0 
5 58,9 AT 28 
6 59,2 39 41 
7 61,4 16,5 103 
. 62,3 8,5 152 











Liésung K 3A. 


27 nicht erhitzt 40,0 0 
28 59,1 39.7 0,5 
29 61,1 30,7 19 
30 63,3 12 97 











In der Figur 2 sind durch die Kurven I u. IV unsere 
Punkte zusammengefaBt, wihrend die Kurve II und [II friiher 
von Laurin gewonnen sind; und zwar bezieht sich Kurve II auf 
eine Saccharase aus Unterhefe, wie die von uns untersuchte, 
Kurve III dagegen auf Oberhefensaccharase. 

Eine Steigerung der Temperaturempfindlichkeit ist bei 
Kurve I eingetreten, wenn auch der Unterschied nicht so groB 
ist, wie zwischen den zwei gemessenen Saccharasepriaparaten. 
Dabei ist in Betracht zu ziehen, daB die letztgenannten Ver- 
schiedenheiten auf Ungleichheiten beziiglich gebundener Fremd- 
stoffe zuriickzufiihren sind. Besonders bemerkenswert ist die am 
Praparat vom Zeitwert 0,67 gewonnene Kurve lV. Die Stabilitat 
desreinsten Priparatesistauffallend gro8; beider Reinigung scheint 
also ein die Stabilitit vermindernder Stoff entfernt worden zu sein. 

Bei anderen Acidititen als der optimalen Stabilitat kann 
natiirlich die Verschiedenheit in der Empfindlichkeit zwischen 
den Saccharasen verschiedener Reinheitsgrade eine andere und 
gréBere sein; dies lift sich nach Angaben von Willstatter 
und Racke vermuten.’) 





1) Siehe hierzu Euler u. Myrbiack, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi. 
Nr. 20. 1922. 
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Beilagen. 
Zeit Drehung 
Nr. ; ; k+104 
aa Min. in ° 
1 2mal ads. mit 0 2,65 
Al(OH,): 1 cem 5 1,67 280 k = 287-10—* 
1 10 0,95 280 If = 17.5 
Trockengew. ‘ é a ; mS) 
. 15 0,39 le ee 
0,78 °/, 20 0,03 286 a 
2 |Ads. mit Kaolin. 0 2,65 
0,105 °/, 1 cem i oa 4 If = 39,3 
7 , +0 min. = 1,17 
3 0 2,65 
10 2,10 71 k = 69-10-4 
21 1,70 67 
39 0.99 69 
4 0 2,65 
10 211 71 k = 69-10-4 
20 1,70 67 
39 0,98 70 
5 0 2,65 
10 2,30 44 ee eee 
20 1,92 49 si ii 
34 1,55 46 k, = 28-10—$ 
50 1,09 49 
6 0 2.65 
10 2,31 44 a heh 
26 2,00 36 & = 39-10 
43 1,54 37 gel = 
64 1107 go | = 4t-10™ 
7 0 2,65 — i 
45 2.07 17 : 7 i 
103 1,50 16 iat aime 
8 0 2,65 
55 2,30 8 k = 8,5+10-4 
100 2,05 9 k. = 152 
9 Vers. 9—16: 0 2,65 
Lis. L 2. 5 1,74 257 k = 260-1078 
If = 17,5 10 1,05 257 
Py = 3,25 15 0,50 266 
10 Py, = 4,34 0 2,65 
5 1,68 274 
12 0,70 285 alii cial 
15 0.41 — 4° 
20 0,00 292 
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16 


19 


21 














Py = 5,64 


PyH= 6,40 





Zeit 
Min. 


40 





Drehung 


in ° 


2,65 
1,70 
1,04 
0,44 
+0,05 
2,65 
1,75 
1,19 
0,59 
0,18 
2,65 
2,00 
1,49 
1,08 
0,67 
2,65 
2,18 
1,90 
1,65 
1,31 
2,65 
2,06 
1,78 
1,52 
2,65 
2,48 
2,29 
2,65 
1,80 
1,10 
0,40 
2,65 
2,08 
1,57 
0,97 
0,26 
—0,01 
2,65 
0,93 
0,40 
2,65 
2,08 
1,47 
0,70 
—0,12 


2,65 
2,28 
2.02 





k-10* 





k 


276°10—-* 


245+10—-* 


172-104 


103-104 


62-104 


13-10—-* 


80-10—-* 


86-1074 


84,5-107¢ 


70-10—-* 


21,5-107¢ 




















70 Hans v. Euler u. Karl Myrbick, Zur Kenntnis usw. 
Nr. Zeit Drehung k-104 
Min. in ° 
22 Py = 3,29 0 2,65 | 
35 1,76 36 k = 37-10-* 
80 0,80 38 
23 Py= 4,37 0 2,65 
32 1,80 39 : = 89,5+10—-4 
68 0,98 40 
20 2,05 40 i; = 40-107* 
50 1,35 40 If = 69,0 
105 0,39 40 + 0°= 0,67 Min. 
25 Py = 5,05 0 2,65 
35 1,74 37 k = 38,5-10—* 
80 0,76 40 
26 Py = 6,51 0 2,65 a KA 
35 2,04 23 saint ales 
80 1,63 23,6 
27 nicht erhitzt 0 2,65 k = 40-1078 
20 2,04 40 
35 1,67 40 
28 | 59,1° erhitzt 0 2,65 
30 1,80 39 i = 39,7-10-* 
47 1,39 40 k= 0,5+10—* 
120 0,20 40 
29 61,1 0 erhitzt 0 2,65 k aie 30,7° 10—-* 
60 1,43 30 
130 0,48 31 k.= 1910-4 
190 — 0,08 31 
30 63,3° 0 2,65 Pare 
45 2,22 12 : = = a 
85 1,90 12 otis 
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Uber die Proteinsiuren des Harns. 
I. Mitteilung. 


Die Oxyproteinsaure. 


Von 
S. Edlbacher. 


(Aus dem Institut fir Eiweifforschung der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, Februar 1922.) 


Die von Bondzynski und Gottlieb’) entdeckten Protein- 
siuren bilden eine Gruppe von Substanzen, die vom physio- 
logischen Standpunkte aus groBes Interesse bieten. Sollen sie 
doch nach der allgemein geltenden Ansicht Bruchstiicke der 
groBen EiweiBmolekiile darstellen, die dem allgemeinen Abbau 
im Organismus entgangen sind, wie z. B. Fiirth auch des 
éfteren betont. Der von Bondzynski und Gottlieb dar- 
gestellten Oxyproteinsiure wurden dann nocl. die Antoxy- 
und Alloxyproteinsiure, sowie die Uroferrinsiure und 
die Harische Siiure angereiht. Eine groBe Anzahl von 
Forschern haben sich mit der Ausarbeitung von Bestimmungs- 
methoden dieser Siuren beschiftigt (vgl. dazu die beiden 
zitierten Werke), und eine so relativ leichte Aufgabe es er- 
scheint, die Menge dieser Verbindungen zu bestimmen, so 
langwierig und umstiindlich gestaltet sich die Arbeitsweise, wenn 
es sich um die Reindarstellung dieser Verbindungen handelt. 


‘) Beziiglich der Literatur vgl. Abderhalden, Biochem. Handlex. 
Bd. 4, 8. 761 und Neubauer Huppert, Analyse des Harns, Wiesbaden 
Il. Hiilfte, $. 1234. Die wichtigsten Arbeiten Zbl. f. med. Wiss. 1897, 
S. 577; Chem. Ber. Bd. 35, S. 2959 (1902); Diese Zs. Bd. 46, S. 88 (1903). 
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Erhoéhte Bedeutung gewinnen die Proteinsiuren noch 
dadurch, daB sie vielleicht in Beziehung zu dem von Abder- 
halden und Pregl?) aus normalem Harn isolierten peptid- 
artigen Korper stehen. AuBerdem sollen ja verschiedene 
Farbstoffe des Harns, z. B. das Urochrom in Beziehung zu 
diesen Siuren stehen. Endlich gewinnt die ganze Frage noch 
dadurch an Wichtigkeit, wenn nach einer Reihe von An- 
gaben (Il. c.) die Proteinsiuren einen erheblichen Teil des Rest- 
stickstoffs des Blutes decken und andererseits auch bei Phos- 
phorvergiftung, Carcinom usw. ihre Menge im Harn erheblich 
vermehrt ist. Auch die Frage nach der Natur des Neutral- 
schwefels des Harns steht damit in Beziehung und es wire 
gut denkbar, durch eine Erkenntnis der Natur dieser Ver- 
bindungen Aufschliisse titber die Abbauméglichkeiten der Pro- 
teine im Organismus zu erhalten. Ich habe nun eine Reihe 
von Untersuchungen iiber den oxydativen Abbau der Proteine 
ausgefiihrt und wurde dadurch zu einer genaueren Unter- 
suchung der Proteinsiuren angeregt. 

Die Proteinsiuren werden aus dem Harne in der Art 
isoliert, daB der eingedampfte Harn angesduert wird, um ihn 
von der Hauptmenge der Salze zu befreien, dann werden die 
Barytsalze mit Alkohol gefallt, wobei Harnstoff in Lésung 
bleibt. Die wiBrige Lésung der Barytsalze wird mit Bleiessig 
gefillt. Dabei fillt die Alloxyproteinsiure als Bleisalz und 
das ,Urochrom“. Das mit Natriumcarbonat entbleite Filtrat 
wird nun mit Quecksilberacetat gefallt und zwar zuniichst bei 
essigsaurer Reaktion, wobei, wenn die Fiallung richtig geleitet 
wird, mit simtlicher Antoxyproteinsiiure auch schon Oxy- 
proteinsiure fallt. In dem Filtrate dieser Salze kann man 
dann durch Fallung mit Quecksilberacetat bei sodaalkalischer 
Reaktion die Oxyproteinsiure fallen. Ich habe mich iiber- 
zeugt, da die vom oxyproteinsauren Quecksilber befreite 
Fliissigkeit nur mehr Spuren von stickstofthaltigen Verbindungen 
enthilt. 

Durch fraktioniertes Umfillen werden dann die _ ver- 


1) Abderhaldenu. Pregl, Diese Zs. Bd. 46, 8. 19 (1905). 
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schiedenen Niederschlige in Form ihrer Salze erhalten (vgl. 
die Originalarbeiten). Diese Salze sind alle amorphe Sub- 
stanzen und es ist nach der Art der Darstellung durchaus 
nicht Gewihr gegeben, daB man mit dem Namen Alloxy-, 
Antoxy- und Oxyproteinsiure wirklich einheitliche Substanzen 
isoliert hat. Die chemische Individualitét ist aus den zahl- 
reichen Elementaranalysen hergeleitet, die mit verschiedenen 
Metallsalzen ausgefiihrt wurden. Der Ubersicht halber seien 
hier die jetzt angenommenen Formeln dieser Saiuren angefihrt: 
Alloxyproteinsiiure: C = 41,3°/,, H =5,7°%,, N = 18,5), 
S$=2,1%, O = 87,2%. 
Autoxyproteinsiure: C= 43°,, H=4,9%,, N = 244%), 
S = 0,61°,, O = 26,38 °%,. 


Oxyproteinsiiure: 
Uroferrinsiure: 
Hariscbe Siure!): 


C3H.0.:8. 
CysHsgNgSOjo. 
CoH gg N129,5.- 


AuBer der Beschreibung der allgemeinen Reaktionen liegen 
nur sehr spiirliche Angaben tiber die chemische Zusammen- 
setzung vor. Browinski und Dombrowski’) haben Be- 
stimmungen der freien Aminogruppen dieser Siuren ausgefiihrt 
und auch Hydrolysenversuche unternommen. Sie fanden dabei 
mit der Sérensenschen Methode, da8 namentlich die Oxy- 
proteinsiure vor der Hydrolyse bedeutend reicher an formol- 
titrierbarem Stickstoff war als die anderen. Es scheint nach 
ihren Beobachtungen dies darauf hinzudeuten, daB die Antoxy- 
und Oxyproteinsiure ihre Entstehung einer tieferen Spaltung 
des EKiweiBes als die Alloxyproteinséiure zu verdanken haben. 
Ich werde am Schlusse dieser Betrachtungen noch darauf 
zuriickkommen, sowie auch auf die Frage des Peptidstickstoffs 
im Harn, die ja von Henriques und Sérensen’) genau unter- 
sucht worden ist. 

Glagolew‘) setzte die Untersuchungen Browinskis und 
Dombrowskis fort. Er behauptet dabei Arginin und 
Cystin gefunden zu haben. Weitere Untersuchungen iiber 





1) Diese Zs. Bd. 46, 8. 1 (1905). 

2) Diese Zs. Bd. 77, S. 92 (1912). 

3) Diese Zs. Bd. 60, 8,1; Bd. 63, S. 27 (1909); Bd. 64, S. 120 (1910). 
*) Diese Zs, Bd. 89, S. 432 (1914). 
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die Konstitution konnte ich in der Literatur nicht finden. 
Ich bin nun mit der Aufklirung der Bausteine dieser Ver- 
bindung beschaftigt und in dieser ersten Mitteilung soll von 
der Oxyproteinsdure die Rede sein. 

Zur Darstellung wurden 300 Liter normaler Menschen- 
harn aus der hiesigen Universitiits-Augenklinik verarbeitet. Es 
wurde Vorsorge getroffen, daB nur leicht erkrankte fieberfreie 
Personen in Betracht kamen. Der Harn war frei von Zucker 
und EiweiB. 

Als erstes Resultat sei bemerkt, daB ich die Angaben von 
Bondzynski und Gottlieb’) und von Bondzynski, Dom- 
browski und Panek?) beziiglich der Eigenschaften und Re- 
aktionen des Barytsalzes der Oxyproteinsiure bestitigen kann, 
soweit sie nachgepriift wurden. Besonders der negative Aus- 
fall der Diazoreaktion sei erwihnt. Die Saure ist durch 
Phosphorwolframsaure nicht fallbar, enthailt kein Tyrosin und 
keinen durch Kochen mit Natronlauge abspaltbaren Schwefel; 
ebenso ist die Biuretreaktion negativ. 

Das Quecksilbersalz wurde griindlich mit Wasser mehr- 
mals verrieben und abgesaugt, dann in Wasser suspendiert 
und unter schwachem Ansiuern mit Essigsiure mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Das Filtrat vom Quecksilbersulfid, das 
gelb gefairbt war, wurde zunichst am Wasserbade und dann 
im Vakuum eingedampft. Es verblieb ein gelbbrauner Syrup, 
der also die freie Siure, bzw. deren Zerfallsprodukte darstellte. 
Die Masse erstarrte nach einigen Stunden krystallinisch und 
war durch gelindes Erwirmen leicht aus dem Kolben heraus- 
zuschmelzen. Diese Masse wurde unter gelindem Erwirmen 
mehrmals mit absolutem Alkohol behandelt, wobei sie zum 
allergréBten Teil in Lésung ging. Der in Alkohol unlésliche 
Teil stellte eine schwach gelbliche Masse dar, die in der Folge 
als I bezeichnet werden soll. Die alkoholischen Filtrate von I 
wurden eingedampft, wobei der abdestillierende Alkohol immer 
etwas Ammoniak enthielt. Der nun erhaltene Alkoholriick- 


1) Zbl. f. med. Wiss. 1897, 8. 577. 
*) Diese Zs. Bd. 46, S, 83 (1905). 
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stand wurde wieder in kaltem Alkohol gelést, wobei wieder eine 
wachsartige gelbliche Substanz iibrig blieb und das Eindampfen 
und Auflésen in absolutem Alkohol nochmals wiederholt. Die 
dabei in kaltem Alkohol unléslichen Riickstande wurden ver- 
eint weiter verarbeitet. Sie seien mit II bezeichnet. Aus der 
alkoholischen Lésung konnte nach geringem Kinengen durch 
Zufiigen von etwa !/,; des Volumens Ather eine weitere Fallung 
erhalten werden, wenn auch in weit geringerer Menge als die 
alle anderen Fraktionen iiberwiegende Masse von II. Diese 
Atherfallung bildet Fraktion ILI. 

Die atherisch-alkoholische Lésung wurde stark eingedampft. 
Sie erstarrte beim Abkihlen zu einem dicken Krystallbrei. 
Die abgesaugten Krystalle schmolzen bei 132°, gaben, nach 
dem Erhitzen im Reagierglas intensive Biuretreaktion, lieferten 
krystallisierende Oxalate und Nitrate, gaben die Reaktion mit 
Bromlauge und salpetriger Siure, kurz sie erwiesen sich als 
reinster Harnstoff. (Stickstoffbestimmung nach Dumas, Misch- 
schmelzprobe mit Kahlbaumschem Harnstotf = 132°) 

Dieser Befund war um so auffallender, da doch durch die 
vorangegangene Fallung der Barytsalze mit Alkohol aller Harn- 
stoff entfernt worden war. Zur Entscheidung, ob es sich hier 
vielleicht doch noch um _ beigemengten Harnstoff handelte, 
wurden 150 g der urspriinglichen Barytsalze dreimal mit wenig 
Wasser gelést und aus viel Alkohol umgefallt. Einfach bei- 
gemengter Harnstoff muBte bei diesem Verfahren im Fallungs- 
alkohol verbleiben. Wurden nun diese Alkoholmengen ein- 
gedampft, so verblieb eine geringe Menge einer sirupésen Sub- 
stanz, die nur ganz geringe Beimengungen (unter 1 g) Harn- 
stoff enthielt. Wurden aber die so behandelten Barytsalze 
der Blei—Quecksilberfaillung unterworfen, und daraus wieder 
freie Oxyproteinsiure dargestellt, so konnte nun tatsichlich 
wieder eine groBe Menge von Harnstoff isoliert werden. Ks 
folgt daraus, daB die Oxyproteinsiure zu einem 
wesentlichen Teile Harnstoff als Baustein enthilt. 
Uber die genauen quantitativen Verhiltnisse sei vorlaufig nur 
bemerkt, da® ungefiihr die Halfte des Gewichtes der freien 
Saiure sich auf die beschriebene Art als Harnstoff erwiesen hat. 
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Untersuchung von I. 


Die Menge war relativ gering (einige Gramm), sie enthielt 
noch Chlor und mineralische Beimengungen. Die Substanz 
léste sich sehr leicht in Wasser und gab eine héchst intensive 
Molischreaktion. Die Phloroglucinsalzsiureprobe war 
schwicher, wihrend die Orcinreaktion nur briunliche Téne 
ergab. Trommer und Wismutprobe waren negativ, wohl aber trat 
beim Erhitzen mit Natronlauge und ammoniakalischer Silber- 
lésung eine sehr starke Reduktion ein. Es muBte sich also 
um eine kohlehydratartige Substanz handeln. Die iiblichen 
Reaktionen auf Inosit erwiesen sich negativ. Es lag nahe, 
an das Salkowskische Harndextrin, den Ludwigschen Zucker, 
an Landwehrs Gummi oder an ahnliche Substanzen zu denken. 

Da die Substanz in organischen Lésungsmitteln ganz un- 
léslich war, wurde sie in wiBriger Lésung mit Phenylhydrazin 
und Essigsiure versetzt. Es fiel ein dicker Krystallbrei aus. 
Derselbe wurde zunichst mehrmals aus absolutem Alkohol 
umkrystallisiert. Dabei wurden gréBere Mengen von Phenyl- 
hydrazinchlorhydrat (Schmelzp. 245°, Analysen) entfernt. Die 
alkoholische Mutterlauge zur Trockne gedampft, der Riick- 
stand in wenig heiBem Wasser gelést, von einer éligen Ver- 
unreinigung abfiltriert und das Filtrat mit Blutkohle gekocht. 
Aus der wasserklaren Fliissigkeit krystallisierte in weifen 
Nadelchen eine konstant bei 130° schmelzende Verbindung. 

I. 5,285 mg = 3,140 mg H,O, 12,535 mg CO,,. 

II. 4,815 mg = 2,720 mg H,O, 11,330 mg CO,. 

III. 3,140 mg = 1,750 mg H,O, 17,380 mg COQ,. 

IV. 3,720 mg = 0,588 em® N (757 mm, 15). 

V. 2,280 mg = 0,367 em* N (766 mm, 17°). 

VI. 3,920 mg = 0,618 em? N (766 mm, 17°). 


Gefunden: 
I. 6,64°/, H, 64,549, C IV. 18,66), N. 
II. 6,32 64,20 V. 19,09 
III. 6,23 64,12 VI. 18,71 


Fiir eine Formel C,,H,,N,O, berechnet sich: 

Mol.-Gew. 298,26,  6,08°, H, 64,40, C, 18,79 °/, N. 

Diese berechnete Formel wiirde genau fiir das Osazon 
einer Tetrose oder deren Vielfaches stimmen. 
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HC=N-NH-C,H, 
b—N-NH-CH, 
(Hon 
bu,.0n 

Es wire hier die erste natirlich vorkommende 
Tetrose isoliert worden. 

Bis jetzt wurden Tetrosen nur synthetisch dargestellt 
(Krythrose, 'Threose, Erythrulose).!) Alle diese synthetischen 
Verbindungen zeigen nun in vieler Hinsicht eine Ahnlichkeit 
mit dem Verhalten der als Osazon isolierten Substanz. Sie 
geben die Molischprobe und schwache Phloroglucinprobe und 
bilden ebenfalls in der Kalte schon das Osazon. Allerdings 
schmelzen diese Osazone bei ca. 160°. 

Ich halte den aus den mitgeteilten Tatsachen hergeleiteten 
Beweis fir die Anwesenheit eines Zuckers mit nur vier Kohlen- 
stoffatomen als Bestandteil der Oxyproteinsiure noch nicht 
fiir ausreichend, ich habe auch bereits Untersuchungen im 
Gange, die die Natur dieser Komponente vollig aufklaren sollen. 

Die Hauptmenge findet sich immer in I; jedoch zeigen 
alle anderen Fraktionen auch die typischen Reaktionen, wenn 
auch in weit geringerer Intensitit. 


Untersuchung von II. 


Diese schwach gelbliche amorphe Substanz ist sehr hygro- 
skopisch, in Wasser ungemein leicht léslich und auch bei 
lingerem Erwirmen teilweise in Alkohol in Lésung zu bringen. 
Sie enthielt etwas Schwefel. Ihre wafrige Lésung reagiert 
sehr schwach sauer und ist gelbbraun gefarbt. 

Die Substanz enthilt 41,8°/, Stickstoff. Aus 300g des 
Gemisches der Barytsalze wurden 25 g gewonnen. Da man 
aber die Barytsalze in so groBen Mengen unter Alkohol auf- 
bewahren muB (wegen ihrer hygroskopischen Natur), so ist die 
tatsiichliche Ausbeute sicher viel gréBer. Sie gibt, wie er- 
withnt, schwache Molisch- und Phloroglucinprobe und redu- 


1} Abderhalden, Biochem. Handlex. Bd. I, S. 273. 
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ziert alkalisches Silberoxydammoniak; sie ist durch Quecksilber- 
salze fallbar. Nitroprussidnatrium und Natronlauge fiarbt 
voriibergehend rotlich. Die Entfairbung bleibt nach dem An- 
siuern mit Essigsiure bestehen. 

Die Girprobe ist negativ, wohl aber fallt die Prifung 
mit Urease auf Harnstoff stark positiv aus. 

Mit Phosphorwolframsiure bildet sich kein Niederschlag, 
ein solcher entsteht aber nach vorangehender Erwirmung mit 
verdiinnter Schwefelsiure. Freie Aminogruppen kénnen weder 
nach der Sérensenschen, noch nach der v. Slykeschen 
Methode nachgewiesen werden. 

Kin kleiner Teil wurde mit Salzsiure 7 Stunden hydro- 
lysiert. Es bildete sich eine grobe Menge von Huminsubstanzen, 
von denen abfiltriert wurde. Im Filtrate waren nun 27,4°/, 
des Gesamtstickstoffs formoltitrierbar. AuBerdem gab die 
Fliissigkeit die folgenden Reaktionen: Phosphorwolframsiure- 
fallung stark positiv. Silbernitrat und Ammoniak gaben keine 
Hallung; somit waren keine Purinbasen vorhanden. Natron- 
lauge machte groBe Mengen von Ammoniak frei, auf dessen 
Bildung bei der Hydrolyse wohl die Fallung mit Phosphor- 
wolframsiure zuriickzufiihren war. Diese letztere Feststellung 
gab die Veranlassung, nach Harnstoff zu fahnden. Wurde 
die waBrige Lésung von II mit konz. Salpetersiure oder mit 
Oxalsiiure versetzt, so krystallisierten sofort grofBe Mengen von 
Salzen aus. Das Nitrat zeigte die krystallographische Form 
von Harnstoffnitrat. Die Dumas-Preglsche Stickstoffbestim- 
mung ergab: 

1,635 mg = 0,500 eem N (739 mm, 24°). 

Gef. = 34,18°/, N 
Ber. fiir CH,;N,0,, Mol.-Gew. 123 = 34,15°/, N 


Es lieBen sich somit aus der Fraktion Il groBe 
Mengen von Harnstoff isolieren, und zwar konnte dieser 
nach dem vorhin beschriebenen Versuch unméglich als bloBe 
Beimengung enthalten sein. 

Zur Entscheidung, ob auBer Harnstoff noch andere stick- 
stoffhaltige Komponenten vorhanden waren, wurde mit 5 g 
von II eine systematische Stickstoffgruppenbestimmung durch- 
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gefiihrt. Es wurde mit Schwefelsiure in der iiblichen Weise 
16 Stunden hydrolysiert. Im Gegensatz zur Salzsiurehydrolyse 
bildete sich nur ganz wenig Humin und es ist nicht einzusehen, 
warum die friiheren Autoren die Schwefelsiure fiir diesen Zweck 
verworfen haben. 

Das Resultat war folgendes: 











Prozente vom 
gesamten Stickstoff 





1. Im Barytniederschlag verblieben. . . . . 5,4 








2. Als Ammoniak waren abdestillierbar . . . 12,3 
8. Durch Phosphorwolframsiure fillbar . . . 0,0 (Spur) 
Rest 22,3 


Es waren somit in dieser Fraktion sicher keine Hexon- 
basen enthalten, im Gegensatz zu Glagolews Angaben. Bei- 
nahe 3/, des Stickstoffs war in einer harnstoffartigen Form 
vorhanden, denn wenn man eine Harnstofflésung unter gleichen 
Bedingungen verarbeitet, kann man bekanntlich (und ich habe 
es neuerdings nachgeprift!) fast den ganzen Stickstoff als Am- 
moniak abdestillieren. 

Die Zugehorigkeit der restlichen 22,3°/, des N wurde wie 
folgt bestimmt: 

Kin aliquoter Teil wurde formoltitriert. Es erwiesen sich 
nur 2°/, des ganzen noch vorhandenen Stickstoffs als titrier- 
bar, wohl aber gab die Lésung im Slykeapparat 

nach 5 Minuten Schiitteln 20°/, 
” 30 ’ ” 45 "le 
ihres Stickstoffs ab! 

Es lagen hiermit ihnliche Verhaltnisse vor wie bei einer 
Harnstofflésung, die auch nicht formoltitrierbar, aber mit sal- 
petriger Siure groBe Mengen von Stickstoff entwickelt. Hine 
quantitative Reaktion des Harnstoffs ist bekanntlich erst bei 
stundenlangem Schiitteln zu erreichen. 

Die Lésung, die also nur minimale Spuren von Amino- 
siuren enthalten konnte, wurde eingedampft. Es blieb eine 
braune Schmiere. Diese wurde mehrmals mit abs. Alkohol 
ausgekocht, die Alkoholextrakte lieferten eingedampft krystalli- 
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sierten Harnstoff. Der in Alkohol unldésliche Riickstand 
enthielt keinen Formolstickstoff, im Slykeschen Apparat 
waren jedoch abermals groe Mengen von Stickstoff ab- 
spaltbar, mit einem Worte, er verhielt sich in dieser Hinsicht 
auch wie Harnstoff! 

Zieht man aus dem Mitgeteilten den Schlu8, so muB fest- 
gestellt werden, daB die Fraktion II aus einer amorphen Sub- 
stanz besteht, die geringe Spuren von Schwefel und etwas 
Kohlehydrat enthialt, und in der nur minimalste Beimengungen 
von Aminosiiuren enthalten sein kénnen. Hexonbasen und 
Purinbasen sind darin iiberhaupt keine vorhanden und die 
Hauptmenge des Stickstoffgehalts verhilt sich so, als wenn 
dieses Klement als Harnstoff vorhanden wiire. 

Ks kénnte sich hier entweder um eine uraminosiureartige 
Verbindung oder um eine allerdings noch wunreine amorphe 
Modifikation einer harnstoffiihnlichen Substanz, aus der durch 
Zusatz von Salpetersiure oder Oxalsiiure grobe Mengen von 
reinem Harnstoff erhalten werden kénnen. Uber eine andere 
Konsequenz aus diesen Tatsachen werde ich am SchluB zu 
sprechen kommen. | 


Untersuchung von III. 
(Atherfallung.) 

Diese Fraktion verhalt sich bis auf die folgenden Unter- 
schiede wie II. Die Zuckerreaktionen sind viel intensiver, 
Phosphorwolframsaiure erzeugt eine geringe lallung, der Stick- 
stofigehalt ist geringer (24°/,). Anscheinend kommen hier mehr 
stickstofffreie Bestandteile (Kohlehydrat?) vor. Die unzersetzte 
Substanz ergibt auch weder mit der Formolmethode, noch mit 
dem Slykeverfahren freie Aminogruppen. Sie ist sehr hygro- 
skopisch. Es gelingt nicht, mit Phenylhydrazin krystallisierende 
Verbindungen abzuscheiden. Jedoch kann man gerade so wie 
aus IJ Harnstofinitrat ausfillen. Bei 7stiindiger Salzsiure- 
hydrolyse bildet sich sehr viel unlésliches Humin, und im 
Hydrolysat lassen sich 36°/, vom Stickstoff formoltitrieren. 
Urease bildet ebenfalls viel Ammoniak und die Girprobe ist 
negatiy. 
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Die Hydrolyse mit Schwefelsiure, wie bei II ausgefiihrt, 
ergab: 











Prozente vom 

Gesamtstickstoff 
1. Im Barytniederschlag verblieben. . . . . 9,8 
2. Als Ammoniak abdestillierbar. . . . . . 40,4 
3. Durch Phosphorwolframsiure gefallt . . . 4,7 
Rest | 45,5 


Vom Gesamtstickstoff waren nach dem Austreiben des 
Ammoniaks 6°/, formoltitrierbar, im Slykeapparat waren nach 
30 Minuten 40°/, abspaltbar. 


Die Phosphorwolframsaurefillung wurde zerlegt. Sie ent- 
hielt keinen Formolstickstoff, also waren auch hier keine 
Hexonbasen enthalten. Nach Slyke ergab sich wieder nach 
lingerem Schiitteln starke N-Entwicklung (40°/,). Es verhielt 
sich demnach auch diese Fraktion ganz analog den anderen. 
Im Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung muBten alle eventuell 
vorhandenen Monoaminosiuren enthalten sein. 

Ks waren aber nur weniger als 1°/, des noch vor- 
handenen Stickstofis formoltitrierbar, waihrend auch hier das 
Slykeverfahren hohe Werte ergab. 

Beim Eindampfen verblieb ein Sirup. Dieser wurde mehr- 
mals mit abs. Alkohol ausgekocht. 

[Filtrat a), Riickstand b)]. 

a) Beim Verdunsten des Alkohols krystallisierte der Riick- 
stand teilweise, daneben blieb etwas sirupés. Es lieB sich 
daraus Harnstoffnitrat isolieren. 

b) Harzige Masse. Sie gab kein krystallisierendes Nitrat, 
erwies sich als schwefelhaltig und gab ganz schwache Schwefel- 
bleireaktion. Vielleicht enthielt diese Fraktion geringe Mengen 
von Cystin, doch kann diese Menge auf die urspriingliche 
Fraktion III nur weniger als 1°/,, und bezogen auf die ganze 
Menge der Oxyproteinsiure héchstens einige Bruchteile von 
Prozenten betragen haben. Dasselbe gilt auch von der Gegen- 
wart anderer Monoaminosiiuren. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 6 
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Der Ubersichtlichkeit halber seien die ausgefiihrten Ope- 
rationen in dem folgenden Schema dargestellt: 


Harn 


| 


Barytsalze der 3 Proteinsiuren Harnstoff 
Salze 

Bleifillung 
Le | 
Filtrat entbleit Alloxyproteinsiure 
Quecksilberfillung sauer -+- Urochrom 

| 
Fitrat + Quecksilberacetat Hauptsichlich 

+ Natriumcarbonat Antoxyproteinsiure 


| 
Freie Oxyproteinsaure 








+- Alkohol 
Filtrat eingedampft Fraktion I 
+ Alkohol Kohlehydratkérper 
ane — Sere ae eee 
| ‘ | 
Filtrat + Ather Fraktion II 
| (Harnstoff) 
Filtrat eingedampft Fraktion III 
(Harnstoff) 
Harnstoff 


Aus der Art der Fraktionierung geht ohne weiteres hervor, 
daB es sich hier nur um verschiedene Stufen eines fortschrei- 
tenden Zerfalls der Oxyproteinsiiure handeln kann, wenn eine 
solche im freien Zustande iiberhaupt existenzfahig ist. Ich 
habe aus diesem Grunde auch auf Elementaranalysen der ge- 
wonnenen Fraktionen verzichtet. 

Ks folgt aus alledem, daB man unter geeigneten Be- 
dingungen fast den ganzen Stickstoff als Harnstoff identifizieren 
kann, bzw. liegen zwingende Griinde vor, den als Ammoniak 
abgespaltenen Teil des Stickstotis auch als harnstofiartig ge- 
bunden anzunehmen. Ausgeschlossen sind die peptidartigen 
Substanzen von Abderhalden und Pregl (a.a.0O.), und es 
kénnten uraminosdureartige Gebilde vorliegen, wenn man die 
relative Leichtigkeit in Betracht zieht, mit der Harnstoff solche 
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Bindungen eingehen kann. Auch die Existenz carbaminosiure- 
artiger Verbindungen ware in Erwaigung zu ziehen. Alle diese 
Hypothesen muBten erst auf ihre Richtigkeit gepriift werden. 

Ks mu hier aber eine scheinbar schon lange abgetane 
Streitfrage nochmals aufgegriffen werden, die hier berihrt 
worden ist. 

W. Ovid Moore’) stellte die Behauptung auf, daB man 
mit den iiblichen Bestimmungsmethoden immer ungefahr 
doppelt so hohe Harnstoffwerte erhalt, als dem tatsichlichen 
Harnstoffgehalt entspricht. Er stieB dabei auf eine ,,fettige ‘ 
selbe Substanz, die er Urein nannte. Dieses Urein soll un- 
gemein schwer vom Harnstoff zu trennen sein und soll die 
Ursache der zu hohen Harnstoffwerte bilden. Das Urein bildet 
amorphe Oxalate und Nitrate. Its ist nicht méglich, alle 
Punkte aus der Moorschen Arbeit zu zitieren, aus denen die 
auffallende Abnlichkeit seines Ureins mit den Fraktionen II 
und III hervorgeht. Moor selbst streift sogar einmal diese 
Méglichkeit. Da ich jedoch nach Fallung in Alkohol mit 
Barythydrat ein Residuum erhielt, das, wie immer, aus gelber, 
dliger Substanz und Harnstoff bestand, konnte die Beschatfien- 
heit von B nicht von der Oxyproteinsiure abhangen. Dieser 
Koérper scheint in neutralem Alkohol unléslich zu sein... .“ 

Bei der ungemeinen Léslichkeit der Barytsalze ist es als 
sicher anzunehmen, daf Moor noch Oxyproteinsiure in Liésung 
hatte. Seine Anschauungen fanden heftigen Widerspruch.”) 

Besonders Lippich stellte genaueste Untersuchungen tiber 
den Harnstoffgehalt an und kam dabei zum SchluB, daB Moors 
Urein tberhaupt nicht existiert. Betrachtet man aber das 
eigentiimliche Verhalten der Fraktionen II und III, die sich 
nach und nach in Harnstofi umwandeln lassen, so wird man 
zu der Annahme gedrangt, daB eben beide Autoren recht 
hatten. Ob allerdings die Menge von Proteinsiure hinreicht, 
um den Gehalt an Urein zu decken, miissen erst quantitative 


1) Zs. Biol. Bd. 44, S. 121 (1903); Bd. 45, S. 420 u. 440 (1904). 

2) Erben, Diese Zs. Bd. 88, S. 514 (1903): Lippich, ebenda, 
Bd. 48, S. 160 (1906); Bd. 52, S. 219 (1907); Gies, Jl. chem. Soe. 
Bd. 25. 


6* 
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Versuche ergeben. Sicher aber ist mindestens ein Teil 
von Moors Urein nichts weiter gewesen, als die Frak- 
tionen IT und III. Aus diesem Grunde will ich daher bei 
zukiinftigen Verdéffentlichungen die provisorische Bezeichnung 
Ureine fiir die Fraktionen IJ und III wieder aufnehmen, und 
»Urein A“ wiirde der Fraktion IJ, ,,Urein B“ wiirde der Frak- 
tion III entsprechen, wobei natiirlich nichts iiber die chemische 
Individualitat ausgesagt wird. 

Endlich tritt die Frage auf, ob die Oxyproteinsiiure im 
Harn iiberhaupt primar vorgebildet ist oder nicht erst bei der 
Aufarbeitung des Harns sich bildet. 

Diese Méglichkeit ist durchaus nicht von der Hand zu 
weisen. Aus den gegenwirtig bekannten Tatsachen muf diese 
Frage aber noch unentschieden bleiben. 


Zusammenfassung. 


1. Das oxyproteinsaure Barium zeigt alle Kigenschaften, 
soweit sie untersucht wurden, wie sie von den Entdeckern be- 
schrieben wurden. 

2. Die freie Oxyproteinsiure zerfillt in verschiedene Frak- 
tionen. 

3. Diese lieBen sich aufteilen in Harnstoff, ein Kohle- 
hydrat, das ein Osazon von der Formel C,,H,,N,O,, Schmelz- 
punkt 130°, bildet und das vermutlich eine Tetrose ist. 

4. Durch Alkohol und Atherbehandlung erhilt man Frak- 
tionen, deren Eigenschaften in vieler Hinsicht mit der von 
Moor unter dem Namen Urein beschriebenen Substanz iiber- 


einstimmen. 
5. Die Oxyproteinsiure enthilt sicher keine Hexonbasen 
und héchstens Spuren von anderen Aminosiuren. 











Beitrag zur Kenntnis der Bestandteile der Pollenkérner 
von Pinus silvestris. 


Von 


Alexander Kiesel. 





Pflanzenphysiologisches Laboratorium der Universitat Saratow. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Februar 1922.) 


Die chemische Untersuchung von Pollenkérnern ist schon 
jfters unternommen worden.') Jedoch bietet diese gréBere 
Schwierigkeiten, da die Beschaffung dieses Materials in ge- 
niigender Menge fiir eine detaillierte Untersuchung sehr um- 
stiindlich ist. 





1) Fourcroy et Vauquelin, Gilb. Ann. Bd. 15, S. 298 (1803); 
John, Schweigg. Journ. Bd. 12, S. 244 (1814); H. Braconnot, Ann. d. 
Chim. et Phys. Bd. 42, S. 91 (1829); Fritsche, Pogg. Ann. d. Phys. u. 
Chem. Bd. 32, 8. 481 (1834); Herapath, Jl. chem. Soc. Bd. 1, S. 1 (1848); 
Schlesinger, Buchn. Repert. Bd. 21, 8. 190 (1840); Frémy et Cloez, 
Ji. Pharm. et Chim. Bd. 25, 8. 161 (1852); Church, Jl. of Bot. Bd. 4, 
S. 169 (1875); Erlenmeyer, Biederm. Ann. f. Agric, Bd. 7, 8. 27 (1875); 
Planta, Landw. Versuchsstation Bd. 31, 8.97 (1885); Bd. 32, 8, 215 
(1885); Przybytok, Jl. russ. phys.-chem. Ges. Bd.1, 8. 371 (1885); 
Chem. Ber. Bd. 19, S. 32; van Tieghem, Bull. Soe. bot. Bd. 33, 
S. 216 (1886); Schulze u. Planta, Diese Zs. Bd. 10, S. 336 (1886); 
Amthor u. Stern, Zs. allg. Chem. 8. 575 (1889); Kresling, Arch. d. 
Pharm. Bd, 229, S. 889 (1891); Ramann, s. auch Loew, U. S. Dep. 
Agric., Bur. of Plant Industry, Bull. 45; Stift, Ost.-ung. Zeit. f. Zuck.- 
Ind. u. Landw. Bd. 24, S. 783 (1895); ebenda 8S. 43 (1901); Stoklasa, 
Sitz.-Ber. Wien. Akad. Bd. 105, 8S. 604 (1896); Lidfors, Jahrb. wiss. 
Bot. Bd. 29, S. 1 (1896); ebenda Bd. 83, S. 202 (1899); Kammann, Beitr. 
z. chem. Physiol. u. Path. Bd. 5, S. 346 (1903); Winterstein und 
Hiestand, Zs. physiol. Chem. Bd. 54, S. 288 (1907); Tischler, Jahrb. 
wiss. Bot. Bd. 47, S. 219 (1910); Heyl, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 39, 


S. 1470 (1917); Bd. 41, S. 670 (1919); Koessler, Jl. biol. Chem. Bd. 35, 
S. 415 (1918). 
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In vorliegender Arbeit wurde reifer Kiefernpollen, sowie 
unreife Pollensicke derselben Pflanzen!) untersucht, wobei zum 
Teil abweichende quantitative, zum Teil neue qualitative 
Befunde erhalten wurden.’) 





Reifer Pollen Angaben 
lufttrocken | trocken | friiherer Autoren 
Wasser... . . . . .{ 11,16 % ee 8,73—9,35 °/, 
Allgemeiner N. . . .. . 2,36 2,66 °/, 2,40—2,87 
a ee 1,71 1,91 2,87 
| a 11,97 16,56 
Fettsubstanzen (Atherextrakt) . 4,82 5,42 lL 1201 a 
e (Alkoholextrakt) 1,11 1,24 j 
Harzsubstanzen. . ... . 8,58 
Traubenzucker . .... . 1,02 1,15 0 
Rohrzucker . . . .. . «| 8,93 10,05 12,17—12,75 
Stirke und iihnliche Kohlenh. 8,88 10,00 7,4—7,65 
ee eee 38,02 19,06 
ee ee es ee 23,79 
Abo 56s ss cw ee OO 3,04 35,23 











Zur qualitativen Untersuchung wurden 223 g lufttrockenen 
Pollens mit 198g Trockensubstanz verwendet. Nach einer 
méglichst vollstiindigen Extraktion des Materials mit Ather 
wurde eine erschépfende Alkoholextraktion unter Kochen im 
Wasserbad vorgenommen. Dieser folgte dann eine Extraktion 
mit 1°/, Schwefelsiure, die zuerst mit unverriebenem, dann 
mit verriebenem Material ausgefiihrt wurde. Die Anwendung 
von 1°/, Schwefelsiure hatte die Aufgabe, das miglicherweise 
in den Pollenkérnern vorhandene Protamin denselben zu 
entziehen. 

Alkoholextrakt. Die in Alkohol ttbergegangenen Sub- 
stanzen wurden nach Entfernung des Alkohols durch Destil- 
lation in eine in Ather und eine in Wasser lésliche Fraktion 
geteilt. Die Menge der wasserléslichen Substanzen betrug in 
trockenem Zustande 31 g. 





1) Vgl. Erlenmeyer, a.a.O.; Planta, a.a. O. Bd. 32; Przybytok, 
a.a.O.; Kresling, a.a. O.; Rammann, a.a. QO. 

*) Das Material wurde in Finnland, bei Nyslott gesammelt, stammte 
also von einer sehr nérdlichen Breite. 
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Durch Strontiumhydrat wurde aus einem Teile der wasser- 
léslichen Fraktion Rohrzucker ausgeschieden, der durch die 
Bestimmung der spezifischen Drehung und die Reaktion mit 
Resorcin und Schwefelsiure identifiziert wurde. 

Im anderen Teile derselben Lésung wurden die basischen 
Bestandteile in iiblicher Weise durch Phosphorwolframsiure 
ausgefallt. Die in die salzsauren Salze iibergefiihrten Basen 
wurden im Vakuum getrocknet, in absolutem Alkohol auf- 
genommen und eine Fillung mit alkoholischer Sublimatlésung 
vorgenommen. Nach Umbkristallisieren aus wenig Wasser 
wurden die uecksilberdoppelsalze mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, die so erhaltenen Chloride in absolutem Alkohol gelést 
und mit alkoholischer Chloroplatinatlésung gefallt. Nach Um- 
kristallisieren aus Wasser wurde 0,0955 g Cholinchloroplatinat, 
entsprechend 0,0376g Cholin, erhalten: Schmelzpunkt 242°, 
Platingehalt in 0,0882—0,0272 g, d. h. 30,84°/, statt den 
theoretischen 31,63 °/,. 

Die Priifung auf Guanidin und andere Basen in den sehr 
geringen Mutterlaugen hatte keinen Erfolg. Somit konnte hier 
von basischen Bestandteilen nur das Cholin nachgewiesen werden. 

WaBriger Auszug. Die mit 1°/, Schwefelséure er- 
haltenen Extrakte wurden mit 3 Volum 95°/,igem Alkohol 
gefallt. Die so erhaltenen Fallungen muBten das Protamin 
als Sulfat enthalten, wenn Protamin vorlag. Jedoch war kein 
Kiweif in den Fallungen nachzuweisen, und der Stickstoffgehalt 
der Fallungen betrug nur 0,78°/,. Die gréBte Menge des 
Niederschlags (4,24 g) war anorganisch und bestand aus Kalium- 
sulfat (2,14g entsprechend 0,959 g K), welchem Calciumsulfat 
(0,817 g entsprechend 0,24 g Ca) beigemengt war. 

Das von dem Niederschlage des vermeintlichen Protamin- 
sulfates abgetrennte Filtrat wurde mit Baryt neutralisiert, von 
Alhohol befreit und auf ein geringes Volum eingedamplft. 
Danach wurden die basischen Bestandteile unter stetigem Ab- 
filtrieren der neu erhaltenen Niederschlage durch Phosphor- 
wolframsiiure ausgefillt, bis keine Fillung mehr selbst bei 
langerem Stehen entstand. Die Fiallung wurde in iblicher 
Weise in vier Fraktionen geteilt und auf die in den Nuclein- 
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basen-, Histidin-, Arginin- und Lysinfraktionen enthaltenen 
Basen untersucht. 

In der ersten wurden Spuren von Guanin durch positive 
Xanthinprobe mit blauer Farbung und eine geringe Menge 
von Adenin nachgewiesen, die durch Natriumpikrat gefillt 
und in das charakteristische Chloraurat iibergefiihrt wurde. 
Das der geringen Menge wegen nicht weiter gereinigte Pikrat 
schmolz bei 260° und in dem ebenso ungereinigten Chlor- 
aurat, das daraus erhalten wurde und dessen Menge 0,0157 g 
betrug, wurde ein Goldgehalt von 0,0057g oder 36,3 °/; be- 
stimmt. Wenn auch der Schmelzpunkt des Pikrats und der 
Goldgehalt des Chloraurats stark von den fiir das Adenin er- 
torderlichen Zahlen abweichen, mu dennoch die Anwesenheit 
von Adenin als nachgewiesen angesehen werden, da die Menge 
desselben sehr gering und eine Reinigung unmdéglich war. 

In der sehr geringen Histidinfraktion konnte die Anwesen- 
heit einer sehr geringen Menge Histidin durch positive Reaktion 
mit Diazobenzolsulfosiure und durch Darstellung des Pikro- 
lonats nachgewiesen werden. Die Menge des Pikrolonats 
reichte nur zur Schmelzpunktsbestimmung aus. Das Pikro- 
lonat schmolz unter Zersetzung bei 225—226°. 

Die Argininfraktion enthielt nachweislich nur Arginin, 
welches als Pikrat mit Schmelzpunkt von 205° abgeschieden 
wurde und richtigen Pikrinsiiuregehalt aufwies. Zur weiteren 
Identifizierung wurde das Kupfernitratdoppelsalz dargestellt, 
welches in seinem Kristallisationswasser bei 118—114° schmolz 
und spiter in derselben Probe bei 224° sich zersetzte. Bei 
vorhergehendem Entwissern wurde ein scharfer Schmelzpunkt 
unter Zersetzung bei 228—229° erhalten. 

Die Basen der Lysinfraktion wurden in Carbonate iber- 
gefiihrt und die alkalische Lésung mit alkoholischer Pikrin- 
siure neutralisiert Dabei wurden 1,378 g Kaliumpikrat aus- 
geschieden, das durch Pikrinsiiurebestimmung und Explosions- 
punktbestimmung identifiziert wurde. Aus der Menge des 
Pikrats berechnet sich 0,201g K. In Summa wurde somit 
aus dem Material 1,16g K direkt abgeschieden, was einem 
Gehalte von 0,59°/, des trockenen Pflanzenmaterials oder von 
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19,41°/, der Asche entspricht. Selbstverstindlich muBte der 
K-Gehalt ein viel gréBerer sein, da durchaus keine quantitative 
Abtrennung vorlag. 

Die Mutterlauge nach Abtrennung des K-Pikrats schied 
nach dem Konzentrieren lange hellgelbe Prismen ab. Die 
Menge derselben betrug 0,16 g. Die Schmelzpunktbestimmung 
ergab 235—236°, wobei Zersetzung stattfand. Aus dem Pikrat 
wurde das Chloroplatinat gewonnen, welches bei 230° unter 
Zersetzung scimolz. Die Pt-Bestimmung ergab fiir 0,1213g 
Chloroplatinat 0,0389 g und fir 0,0206g 0,0065 g oder 
32,07 °/, und 31,55°/, Pt. Die ausgefiihrten Bestimmungen 
lassen keinen Zweifel, daB hier Cholin vorlag.') Die Menge 
berechnet sich als 0,017 g Cholin. 

Die Mutterlauge nach dem Abtrennen des Cholinpikrats 
wurde durch Ansiuern mit Salzsiure und Ausschiitteln mit 
Ather von Pikrinsiiure befreit. Nach Abdampfen und Trocknen 
im Vakuum wurde der Riickstand mit Methylalkohol aus- 
gezogen, wobel eine geringe Menge KCl ungelést nachblieb. 
Der mit alkoholischer Platinchloridlésung versetzte Auszug gab 
eine nicht einheitliche krystallinische Fallung, die augenschein- 
lich aus Cholinplatinchlorid und einem anderen Platinchlorid- 
doppelsalze bestand. Der Niederschlag wurde deshalb mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat nach Kinengen mit 
Goldchloridlésung in UberschuB versetzt. Ks schied sich ein 
ziemlich schwer lésliches Chloraurat ab, welches nach Um- 
krystallisieren aus salzsiiurehaltigem Wasser unscharf bei 175 
bis 182° schmolz und 56,18°/, Au enthielt: 0,0089 g gaben 
0,0050 g Au. Kine nihere Untersuchung der aufgefundenen 
Base war nicht méglich, da die Menge derselben ungeniigend 
war. Ks wiire denkbar, daB die ausgeschiedene Base Cholamin 
darstellte.?) 

Somit wurde in reifem Kiefernpollen bei der qualitativen 
Untersuchung die Anwesenheit folgender Substanzen nach- 
gewilesen: 


') Schmelzpunkt aus Cholinpikrats 235—237; des Cholinchloro- 
platinates 232— 241°, Pt-Gehalt des letzteren 31,63°. 
*) Au-Gehalt 49,17 °/,, Schmelzpunkt 187—180°. 





" 
4 


_— eee 
Ee. eh 





90 A. Kiesel, Zur Kenntnis der Bestandteile der Pollenkérner usw. 


Kalium > 0,59 °/,, Calcium > 0,12 °/,, Guaninspuren, 
Adenin 0,002 °/,, Histidin wenig, Arginin 0,52 °/,, Cholin 0,021 °/,, 
Colamin? wenig, Rohrzucker. 


Unreife Pollensicke. 


Die unreifen Pollensiicke, deren Gewicht 118¢ _ betrug, 
wurden nach Zermahlen direkt mit heiBem Wasser extrahiert. 
Die wiBrige Lésung wurde mit Bleiessig von Kiweibstoffen 
und anderen Substanzen befreit, bis etwa 600 ccm eingedampitt, 
von tberschiissigem Blei durch Schwefelsiure befreit und dann 
in der iiblichen Weise daraus die basischen Bestandteile durch 
Phosphorwolframsiiure ausgefillt. Die Fillung wurde wie 
oben fraktioniert. 

Die Nucleinbasenfraktion war sehr gering und wurde 
deshalb nicht untersucht. 

In der Histidinfraktion wurde eine sehr geringe Menge 
von Histidin aufgefunden und durch positive Reaktion mit 
Diazobenzolsulfosiiure und Darstellung des Pikrolonats iden- 
tifiziert. Das Pikrolonat schmolz unter Zersetzung bei 227 
bis 230°. 

Die Argininiraktion gab 0,3437 ¢ Argininpikrat vom 
Schmelzpunkt 286—207°% Die weitere Identifikation wurde 
durch Darstellung des Kupfernitratdoppelsalzes und des Pikro- 
lonats ausgefiihrt. Beide Salze zeigten die fiir die entsprechenden 
Argininsalze charakteristischen Schmelzpunkte. 

In der Lysinfraktion wurde neben einer betriglichen 
Menge Kaliums, das als KCl bei der Behandlung der salz- 
sauren Salze ungelést nachblieb, nur Cholin in Form des 
charakteristischen Chloroplatinats vom Schmelzpunkt 239° und 
Platingehalt von 32,35 °/, erhalten. 0,0473 g gaben 0,0153¢ Pt. 

















Uber einen basischen peptonahnlichen Kérper 
in der Thymusdriise. 


Von 


K. Felix. 


Aus dem Institut fir Eiweifforschung der Universitat Heideiberg, 
Stiftung Fritz Behringer.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Februar 1922.) 


In einer friiheren Mitteilung’) ist dariiber berichtet worden, 
daB in verschiedenen Organen peptonartige Kérper mit hohem 
Basengehalt vorkommen. Aus der Darmschleimhaut, den 
Lymphdriisen, und der Thymusdriise konnte je ein solcher 
Kérper isoliert werden. Die Zusammensetzung ist nur bei 
den beiden ersten bestimmt worden. Fiir eine Analyse des 
Koérpers aus der Thymusdriise stand damals zu wenig Material 
zur Verfiigung. In der Zwischenzeit hat sich die Méglichkeit 
geboten, denselben noch einmal zu untersuchen und zwar bei 
Gelegenheit einer Darstellung von Histon aus Thymusdriise. 
Da dies der Hauptzweck bei der Verarbeitung der Driisen 
war, muBte der Kérper auf andere Weise isoliert werden, als 
in jener Mitteilung beschrieben. Die frei priparierten und 
zerkleinerten Organe wurden mit Wasser extrahiert. Aus dem 
Extrakt wurde das Nucleohiston durch Ansiiuern mit Essig- 


1) Diese Zs. Bd. 116, S. 150 (1921). 
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saure gefallt. Das essigsaure Filtrat wurde auf den Kérper 
hin untersucht. Es gab die Biuretreaktion, mit Pikrinsiure 
einen Niederschlag, aber keine Diazoreaktion. Es wurde mit 
Phosphorwolframsiure gefallt, der Niederschlag in bekannter 
Weise mit Baryt zerlegt und aus der Lésung der freien Sub- 
stanz dieselbe mit Silber und Baryt zur Reinigung noch ein- 
mal gefillt, Aus dem Silberniederschlag wurde nach Ent- 
fernung des Silbers mit Schwefelwasserstoff ein stark alkalisch 
reagierender Sirup erhalten. Er wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiiure bis zur schwach sauren Reaktion versetzt, wobei 
reichlich Kohlensiiure entwich. Das Sulfat wurde mit dem 
mehrfachen Volum Alkohol gefallt. Durch Behandeln mit 
absolutem Alkohol und Ather wurde das Wasser entfernt. 
Danach lieB sich die Substanz leicht pulvern. Das Pulver 
zog an der Luft, wie auch in den anderen Fallen, stark 
Wasser an. Es gab eine schwache Biuretreaktion, die 
Diazo- und die Millonschen Reaktionen waren negativ. Die 
Ausbeute war sehr gering, aus 425 g frischer Driisensubstanz 
wurden 0,5 g erhalten. Um wenigstens eine anniihernde Vor- 
stellung von der Natur des Koérpers zu bekommen, wurde 
in 0,4 g die Verteilung des Stickstoffs nach der Methode 
von Kossel und Kutscher bestimmt. Das Ergebnis war 
folgendes: 


Gesamt-N der Hydrolyse .. . . 0,927¢ 100 °/, 
DEON . ik a aw es ee 62,5 
Monoaminosiiuren-N .. . . . . 0,289 31,2 


Die Lésung, die aus dem zerlegten Silberniederschlag des 
Hydrolysates erhalten wurde, gab keine Diazoreaktion. Histidin 
scheint demnach nicht vorhanden zu sein. Im Filtrat des 
Silberniederschlages erzeugte Phosphorwolframsiure nach Ent- 
fernung des Silbers keinen Niederschlag. Der Kérper diirite 
also auch kein Lysin enthalten. Demnach wiirde die Substanz 
ihnlich wie die Protamine der Salmingruppe nur aus Arginin 
und Monoaminosiuren bestehen. Durch eine einfache Uber- 
schlagsrechnung liBt sich ermitteln, das auf ein Arginin zwei 
Molekiile Monoaminosiiuren treffen. Die Substanz erinnert 
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somit in ihrer Zusammensetzung an einzelne Protone, z. B. 
Clupeon, nur mit dem Unterschied, daB dieses auf zwei Mole- 
kiile Arginin eine Monoaminosiure enthilt. Zum SchluB sei 


noch darauf hingewiesen, daB die basische Substanz in der 


Thymusdriise einfacher zusammengesetzt ist, wie die aus den 


Lymphdriisen, welche noch Lysin enthalt. Ob hier der von 


Nelson aus der Thymusdriise isolierte Kérper vorliegt, kann 
nicht entschieden werden, da das Thymamin Nelsons, wie 
bereits in der ersten Mitteilung hervorgehoben wurde, nicht 
binreichend charakterisiert ist. 








Verdauung des Histonsulfates mit Pepsinsalzsaure. 
Von 


K. Felix. 


(Aus dem Institut fiir Eiweififorschung der Universitat Heidelberg, 
Stiftung Fritz Behringer.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Februar 1922.) 


Die moderne Richtung der KiweiBforschung ist bestrebt, 
die EiweiBkérper in einzelne gré8ere Bruchstiicke zu zerlegen, 
um auf diese Weise heraus zu bekommen, in welcher Anord- 
nung die einzelnen Aminosiuren in dem ganzen Molekiil zu- 
sammengefiigt sind. So ist es Kossel und seinen Mitarbeitern 
celungen, aus dem Gemisch der hydrolytischen Spaltungsprodukte 
der Protamine Stoffe zu isolieren, welche zu den Protaminen 
in einem ihnlichen Verhiltnis stehen, wie die Peptone zum 
EiweiB. Diese Protone sind von Kossel, Mathews, Dakin, 
Goto, Gerhardt und GroB!) untersucht worden. Dabei 
stellte sich heraus, daB sie eine analoge prozentische Zu- 
sammensetzung aufweisen, wie die unverinderten Protamine, 
so daB anzunehmen ist, daB das ganze Protaminmolekiil aus 
Bruchstiicken aufgebaut ist, die zwar verschiedene Monoamino- 
siiuren enthalten, in denen aber das Verhiltnis des Arginins 
zu den Monoaminosiiuren immer das gleiche ist. Es ist nun 
von Interesse, zu wissen, ob sich die niichsten Verwandten 
der Protamine, die Histone, ihnlich verhalten. Bisher war 
nur eines der gréferen Bruchstiicke bekannt: das_,,Histo- 
pepton“. Aus dem Gemisch der durch Pepsin erzeugten Ver- 





') Diese Zs. Bd. 25, S. 174 (1898); Bd. 25, S. 190 (1898); Bd. 37, 
S. 106 (1902): Bd. 41, S. 323 (1904); Bd. 105, S. 265 (1919). 
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dauungsprodukte hat Kossel') das Histopepton _isoliert, 
indem er mit Natriumpikrat bei schwach alkalischer Reaktion 
fallte. Vor kurzem ist es noch einmal dargestellt und auf 
seine Kinheitlichkeit hin untersucht worden.?) Die angewandten 
Methoden ergaben, daB es wahrscheinlich kein Gemisch, sondern 
eine einheitliche Substanz ist. Ferner konnte noch gezeigt 
werden, da das Histopepton nur 30°/, von dem gesamten 
Stickstoff des Histons enthalt. Mit Natriumpikrat wird neben 
dem Histopepton noch ein anderer unbekannter K6rper aus- 
gefallt, von dem es befreit werden kann durch Fiallung mit 
Silber und Baryt. 

Ks erhebt sich nun die Frage, ob die iibrigen Produkte 
der Verdauung gleich zusammengesetzt sind, wie das Histo- 
pepton. Fiir diesen Fall miiBte dann gefolgert werden, daB 
die Fallung des Histopeptons mit Natriumpikrat nicht voll- 
stiindig ist. 

Vorliegende Untersuchung erstreckt sich nun auf das 
Filtrat von dem Niederschlag, der mit Natriumpikrat erzeugt 
wird. Sie wurde an demselben Verdauungsgemisch von Histon- 
sulfat aus Kalbsthymus ausgefiihrt, aus dem auch das Histo- 
pepton dargestellt wurde. Der Gang der Aufteilung der Ver- 
dauungsprodukte in diesem Filtrat war verhiltnismiBig einfach. 
Nachdem die Pikrinsiiure entfernt war, wurde die Lésung 
durch Phosphorwolframsiure in zwei Fraktionen geteilt: einen 
Niederschlag und ein Filtrat. Die Substanzen im Niederschlag 
konnten durch Fiallung mit Silber und Baryt in zwei weitere 
Teile getrennt werden; die durch das Silberverfahren nicht 
fillbaren Substanzen wurden dann nachher wieder mit Phosphor- 
wolframsaure isoliert. 

Die nebenstehende Zusammenstellung gibt eine Ubersicht 
liber die Entstehung der verschiedenen Fraktionen. 

In dem Silberniederschlag, Nr. III des Schemas, hitte 
das Histopepton, wenn es mit Natriumpikrat nicht vollstandig 
gefallt worden wire, wieder zum Vorschein kommen miissen. 


1) Kossel und Pringle, diese Zs. Bd. 49, S. 301—321 (1906). 
?) K. Felix, diese Zs. Bd. 119, S. 66 (1922). 
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Histonsulfat aus Kalbsthymus mit Pepsinsalzsiiure verdaut 


Fillung mit Natriumpikrat 


| 


= a ~, 
Pikratniederschlag Filtrat vom Pikratniederschlag 
Behandlung mit dem Silber- Fiillung mit Phosphorwolframsiure 
barytverfahren | 
ce ie Niederschlag Filtrat 
Niederschlag Filtrat | V. Dipeptide 
I. Histopepton Il. Behandlung mit dem 
Silberbarytverfahren 
. ee as iii 
Niederschlag Filtrat 


III. IV. 


Die mit Silber fallbare Substanz zeigt iuBerlich zwar viel 
Ahnlichkeit mit dem Histopepton, unterscheidet sich aber von 
ihm in der Verteilung des Stickstoffs: Arginin-N 25,5 °/,, 
Histidin-N 10,7°/,, Lysin-N 5,4°/,, Monoaminosiuren 38,6 °/, 
vom Gesamtstickstoff. Fiir das Histopepton sind die ent- 
sprechenden Zahlen: Arginin-N 25,8°/,, Histidin-N 2,9 °/,, 
Lysin-N 13,2 °/,, Monoaminosiuren 27°/,. Die neue Substanz 
enthilt zwar gleich viel Arginin, aber weniger Lysin, mehr 
Histidin und etwas mehr Monoaminosiuren. Die Anwesen- 
heit von etwas Histopepton wiirde sich in der Verteilung des 
Stickstoffs zwar nicht deutlich zuerkennen geben; aber daraus, 
daB in der Substanz die Millonsche Reaktion negativ ist, 
muB gefolgert werden, daB kein Histopepton zugegen ist, da 
dieses Tyrosin enthalt. Das Histopepton ist also mit Natrium- 
pikrat vollstindig gefallt worden. 

Die Substanz, die aus dem Filtrat des Silbernieder- 
schlages gewonnen worden ist, Nr. LV des Schemas, gibt eine 
starke Millonsche Reaktion. Da sie mit Silber nicht fiallt, 
wurde zuniichst vermutet, daB sie weder Arginin noch Histidin 
enthalte. Denn es liegt der Gedanke ja nahe, daB Eiweib- 
spaltprodukte, die eine dieser beiden Hexonbasen enthalten, 
durch Silberbaryt gefallt werden. Die Bestimmung der Hexon- 
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basen in dieser Substanz hat ergeben: 17°/, Arginin-N, 13°/) 
Lysin-N und 70°/, Monoaminosiuren-N. Sie enthilt also tat- 
sichlich Arginin. Dieses wurde noch durch den Schmelzpunkt 
des Pikrolonates identifiziert. Fiir das abweichende Verhalten 
der Substanz gegeniiber der Silberfillung kann neben anderen 
Moéglichkeiten der Grund darin liegen, da8 hier das Arginin 
in anderer Weise gebunden ist. Im allgemeinen wird auf 
Grund verschiedener Erfahrungen an den Protaminen der 
Salmingruppe') von Kossel angenommen, da& das Arginin 
nur mit der Aminogruppe des Ornithinrestes in die Peptid- 
kette eingefiigt ist und die Guanidingruppe frei herausragt. 
Nach dem hier vorliegenden Befund ist offenbar auch mit der 
Méglichkeit zu rechnen, da’ auch die Guanidingruppe in die 
Kette der Aminosiuren irgendwie eingefiigt ist. Ferner enthialt 
die Substanz kein Histidin, und die braunrote Diazoreaktion 
die sie im unzersetzten Zustand gibt, ist auf den Gehalt an 
Tyrosin zuriickzufiihren. Die Millonsche Probe ist bei der 
unzersetzten Substanz und in der Fraktion der Monoamino- 
siiuren positiv. Durch ihren Mangel an Histidin unterscheidet 
sich diese Substanz von den iibrigen basischen Fraktionen des 
Verdauungsgemisches, 

Das Filtrat vom Phosphorwolframatniederschlag, 
Nr. V des Schemas, mu8 Substanzen enthalten, die weder mit 
Natriumpikrat noch mit Phosphorwolframsiure gefillt werden, 
also freie Aminosiiuren und einfache Peptide. Die Unter- 
suchung hat ergeben, daB sie Peptide, wahrscheinlich Dipeptide, 
aber keine freien Aminosiuren enthilt. AuBerdem wurde in 
dieser Fraktion noch Livulinsiiure gefunden. Bei der Nach- 
priifung dieses Befundes konnte festgestellt werden, daB sie 
mit dem Histon selbst nichts zu tun hat, sondern aus einem 
Kohlehydrat des Pepsinpriparates (lésliches Pepsin Merck) 
entstanden ‘ist. 

Das Gemisch der Substanzen, .welches bei der Verdauung 
durch Pepsinsalzsiure gebildet wird, konnte also in finf Frak- 
tionen geteilt werden. Wahrscheinlich entsprechen sie einzelnen 


') Kossel u. Cameron, diese Zs. Bd. 76, S. 457—463 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 7 
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Kérpern, was fir das Histopepton ja nachgewiesen ist. Das 
Ergebnis der einzelnen Analysen ist folgendes: 
































Arginin-N | Histidin-N | Lysin-N ae 
I. Histopepton . 25,9 | 2,9 | 13,2 27 
II. . nicht untersucht 
Il. ; 25,5 10,7 5,4 38,6 
IV. ‘ 17 _ 13 70 
¥. Dipeptide von Monoaminosiuren 





Diese Substanzen zeigen alle eine verschiedene Zusammen- 
setzung. Es darf wohl angenommen werden, daf sie als solche 
im Molekiil des Histons vorgehildet sind und bei der Ver- 
dauung durch Pepsin frei gemacht werden. Daraus wiirde 
sich dann weiter ergeben, daB die Histone im Prinzip ganz 
anders aufgebaut sind wie die Protamine. Bei jenen besteht 
das ganze Molekil aus verschiedenen und bei diesen aus 
gleichartigen gréBeren Bruchstiicken. Auch in dieser Beziehung 
stehen dann die Histone zwischen den Protaminen und den 
komplizierteren EKiweiBkérpern. Dariiber, wie man sich die 
Zusammenfiigung dieser gréferen Bruchstiicke zum ganzen 
KiweiBmolekiil vorstellen soll, besitzen wir noch keine Anhalts- 
punkte. 


Experimenteller Teil. 


Wegen der Darstellung des Histons, seiner Verdauung 
und der Isolierung des Histopeptons wird auf die friihere 
Mitteilung verwiesen.') Im folgenden wird nur die Aufarbeitung 
des Filtrates vom Pikratniederschlag, Fraktion III, IV, V des 
obigen Schemas, geschildert. 

Zunichst wurde es mit Schwefelsiure angesiuert und die 
Pikrinsiiure ausgeiithert. Nach Abdunsten des Athers und 
Neutralisation mit Baryt wurde die Lésung auf ein kleineres 
Volum eingeengt. Im Laufe der Arbeit muBten 6fters gréBere 


1) K. Felix, diese Zs, Bd. 119, S. 66 (1922). 
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Flissigkeitsmengen eingeengt werden; das geschah meist im 
Vakuum und stets bei neutraler oder durch die betreffenden 
Substanzen selbst hervorgerufener schwach alkalischer Reak- 
tion, wodurch eine nachtrigliche Hydrolyse vermieden werden 
sollte. Die eingeengte Lésung wurde dann wieder mit Schwefel- 
siiure bis zu einem Gehalt von 5 Volumprozent versetzt und 
mit Phosphorwolframsaure gefiallt. 


Phosphorwolframatniederschlag. 


Er wurde mit Baryt zerlegt und die Lésung der freien 
Substanzen nach dem Silbernitrat-Barytverfahren unter Ver- 
meidung héherer Temperatur behandelt. 


Aus dem Silberniederschlag wurde das Silber mit 
Schwefelwasserstoff herausgeschafit, die Lésung von der Schwefel- 
siure quantitativ befreit und eingeengt. Es wurde auf diese 
Weise das Carbonat einer sirupésen Substanz erhalten, das 
stark alkalisch reagierte. Dasselbe wurde in das Sulfat iiber- 
gefiihrt und mit dem mehrfachen Volum Alkohol gefallt. Der 
Niederschlag war anfangs schmierig, wurde aber bei mehr- 
maligem Verreiben mit absolutem Alkohol kérnig, er wurde 
dann mit Ather vollstiindig getrocknet und im Exsiccator auf- 
bewahrt. Er bildete ein leicht gelblich gefarbtes Pulver, das 
sehr hygroskopisch war. Die Biuretreaktion war sehr stark 
positiv, ebenso die Diazoreaktion, mit Millons Reagens trat 
erst nach lingerem Kochen eine kaum merkbare Rotung ein. 
In 2 g dieser Substanz wurden die Hexonbasen nach der Me- 
thode von Kossel und Kutscher bestimmt. Wegen der ge- 
ringen Substanzmenge wurden sie nicht als Salze isoliert, 
sondern nur jeweils der Gesamtstickstoff in ihren Endlésungen 
bestimmt. Das Ergebnis ist in der nebenstehenden Tabelle 
enthalten. 


In der Fraktion der Monoaminosiuren war die Millon- 
sche Reaktion negativ. Die leichte Rétung, die bei der un- 
zersetzten Substanz eintrat, wird wohl durch eine Verunreinigung 
bedingt gewesen sein. 


Das Filtrat vom Silberniederschlag wurde durch 
7? 
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Schwefelwasserstoff vom Silber befreit und noch einmal mit 
Phosphorwolframsiure behandelt. Der Niederschlag wurde in 
der iiblichen Weise weiter verarbeitet und daraus wieder ein 
sirupéses Carbonat erhalten. Es enthielt noch etwas Barium, 
das quantitativ mit Schwefelsiiure entfernt wurde. Nach langem 
Stehen im Exsiccator wandelte es sich in eine spréde Masse 
um, die sich leicht pulvern lie8. Sie war unléslich in Alkohol, 
gab die Biuret-, Diazo- und sehr stark die Millonsche Reak- 
tion. Das Pulver war nicht so hygroskopisch wie bei den 
anderen Fraktionen. Mit Ammonsulfat konnte die Substanz 
ausgesalzen werden, was bei den anderen ebenfalls nicht méglich 
war. Mit 5g wurde die Hexonbasenbestimmung ausgefiihrt. 
Da die Substanz mit Silber nicht ausfiel, wurde erwartet, dab 
sie tiberhaupt keine mit Silber fallbare Bausteine enthalte. 
Deswegen wurde vom normalen Gang der Analyse abgewichen 
und gleich nach der Hydrolyse mit Phosphorwolframsiure ge- 
fallt. Kine Probe ergab, da8 die Lésung der Substanzen aus 
dem Niederschlag keine Diazoreaktion, aber mit Silberbaryt 
doch noch einen Niederschlag gab. Sie konnte also zwar kein 
Histidin, aber doch noch Arginin oder einen ihnlichen Kérper 
enthalten. Es wurde dann die Silberfallung ausgefiihrt, und 
aus der gefallten Substanz das Pikrolonat hergestellt. Dieses 
schmolz bei 231°, es lag also Arginin vor. In der Monoamino- 
siiurenfraktion war die Millonsche Reaktion stark positiv. 
Das Resultat der Analyse ist in der nachstehenden Tabelle 
zusammengefaBt. 
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Darauf, daf hier eine Substanz vorliegt, die, obwohl sie 
Arginin als Baustein enthalt, nicht mit Silber gefallt werden 
kann, wurde bereits hingewiesen. 


Filtrat vom Phosphorwolframat. 


Dasselbe konnte nur einfache Aminosiuren oder niedere 
Peptide enthalten. Nachdem die Phosphorwolframsiure heraus- 
geschafit war, wurde die Lésung zum Sirup eingeengt und 
dreimal hintereinander nach E. Fischer verestert. Die Ester 
wurden nach der Methode von van Slyke und Levene’) mit 
Baryt in Freiheit gesetzt und dann mit Ather behandelt. Die 
Ester der freien Aminosiuren sind in Ather lislich, die der 
Peptide nicht. Auf diese Weise miiBte eine Trennung zwischen 
beiden zu erreichen gewesen sein. Der Riickstand von der 
iitherischen Lésung enthielt aber iiberhaupt keinen Stickstoff. 
Monoaminosiuren scheinen also bei der Verdauung nicht frei 
geworden zu sein. Der mit viel Baryt versetzte wibrige Riick- 
stand von der Atherextraktion wurde durch Abfiltrieren und 
Schwefelsiure quantitativ von*demselben befreit. Es blieb eine 
wenig braun gefarbte Lésung iibrig, die wegen der Gegenwart 
der Esterchlorhydrate sauer reagierte. Sie zeigte Reduktions- 
vermégen gegeniiber ammoniakalischer Silberlésung. Beim Ein- 
engen der sauren Liésung auf dem Wasserbad bildete sich 
Lavulinsiure, die durch Extraktion und Ather bei saurer Re- 
aktion entfernt wurde, Demnach scheint in dem Verdauungs- 
gemisch ein Kohlehydrat vorhanden gewesen zu sein. Eine 
Untersuchung nach dem Ursprung desselben ergab, daB es aus 


) Jl. of Biol. Chem. Bd. 6, S. 391 (1909), 
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dem Pepsinpraparat (Pepsin. solub. Merck) stammte. Dieses 
gab eine starke Molischsche Probe, wiahrend sie beim un- 
zersetzten und auch bei mit schwefliger Siure gespaltenem 
Histon negativ war. 

Der waBrige Riickstand wurde, nachdem Baryt und Livu- 
linsfiure entfernt waren, auf seinen Gehalt an Peptiden unter- 
sucht. Er enthielt Stickstoff, von demselben waren 45°/, 
freier Aminostickstoff, bestimmt nach der Mikromethode von 
van Slyke. Nach 16 Stunden Hydrolyse mit Schwefelsiure stieg 
der Gehalt an freiem Aminostickstoft auf 100°/, vom Gesamt- 
stickstoff an. Demnach handelte es sich im wesentlichen um 
Dipeptide. 
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Uber enzymatische Fettsynthese. 
Von 


L. Spiegel. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit und dem [Laboratorium des Hofmannhauses 
in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Februar 1922. 


Die Enzyme, deren Walten uns manche einst auf das 
Wirken einer ritselhaften Lebenskraft bezogene Leistungen 
des tierischen und pflanzlichen Organismus als katalytisch be- 
einfluBte chemische Reaktionen niher brachte, haben zuerst 
als Erreger von Spaltungsvorgingen die Aufmerksamkeit auf 
sich gelenkt. Spiiter erst fiihrte die Uberlegung, daB die en- 
zymatisch beeinfluBten Vorgiinge vielfach zu den nach den Er- 
fahrungen der reinen Chemie umkehrbaren gehéren, zu Ver- 
suchen, auch die Bedingungen fiir synthetische Leistungen zu 
ermitteln, Versuchen, die zum Teil schéne Erfolge erbrachten; 
es braucht in diesem Zusammenhange nur an die Glucosid- 
synthesen Bourquelots und seiner Schiiler erinnert zu werden. 

Hingehende Erforschung der enzymatischen Spalt- und 
Aufbauvorgiinge diirfte einst vollen Einblick in das verwickelte 
Getriebe gewihren, das als organisches Leben noch immer yon 
Schleiern des Geheimnisses umwallt erscheint. Einen kleinen 
Beitrag dazu will ich hier mitteilen. Er betrifft die Bildung 
von Fetten in der Pflanze. DaB hierbei enzymatische Vor- 
ginge sich abspielen, war durchaus wahrscheinlich. Fiir einen 
Teil der Fettbildung, die Vereinigung von Glycerin und Fett- 
siuren, sind sie auch bereits nachgewiesen. Nachdem sich das 
Vorkommen fettspaltender Enzyme, Lipasen, in den élfiihrenden 
Samen, besonders in Ricinussamen, herausgestellt hatte, haben 
alsbald Versuche eingesetzt, auch hier die Umkehrung des Vor- 
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gangs zu verwirklichen. Nach C. Oppenheimer’) hat Taylor 
schon 1904 eine synthetische Wirkung der Ricinuslipase fest- 
gestellt. 1911 fand Welter?) die Bildung von Fett aus Fett- 
siuren und Glycerin durch dieselbe Lipase, Iwanow’) die- 
jenige von Olen aus Olsiure und Glycerin auch durch Lipasen 
von noch unreifen Mohn-, Lein- und Rapssamen. Als Be- 
dingung fiir diese Synthese wird allgemein méglichste Wasser- 
freiheit des Systems angegeben. Setzt man dem Fettbildungs- 
gemisch Wasser zu, so tritt alsbald die Fettspaltung ein, die 
ja bekanntlich bis zu einem solchen Grade verlaufen kann, daB 
sie die technische Gewinnung von Glycerin aus Fetten erméglicht. 

Im Samen muB aber nicht nur die Vereinigung von Glycerin 
und Fettsiuren vor sich gehen, sondern auch die Bildung dieser 
Komponenten, und es schien von Interesse, festzustellen, ob 
auch diese Vorgiinge getrennt vom LebensprozeB sich abspielen 
kénnen. Diese Frage dringt sich geradezu auf, und es ist 
daher nicht verwunderlich, daf ihre experimentelle Beantwortung 
auch von anderer Seite versucht wurde. Als ich bereits den 
Vortrag meiner Arbeit fiir die Sitzung der Deutschen Chemischen 
Gesellschaft angekiindigt hatte, kam mir das Dezemberheft der 
Zeitschrift fiir technische Biologie in die Hinde. Darin be- 
handelt Hugo Haehn‘) diese Frage mit eingehenden Erérte- 
rungen iiber die Natur der chemischen Vorgiinge, die aus 
Zucker oder Alkohol bzw. dem zunichst daraus entstehenden 
Acetaldehyd zu den héheren Fettsiuren fiihren kénnten. Ex- 
perimentell suchte er die Frage an Hefen und verwandten 
Pilzen zu lésen, deren Fettbildungsvermégen durch viele Be- 
obachtungen, besonders durch die eingehenden Untersuchungen 
von Bokorny®) und Lindner®), festgestellt ist. Das Ergebnis, 





1) Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 4. Aufl., 
Bd. 1, 8. 181 (1918). 


*) Zs. angew. Ch. Bd. 24, 8. 385 (1911). 

5) Ber. d. Dtsch. Botan. Ges. Bd. 29, 8. 595 (1911). 

‘) Zs. techn. Biol. Bd. 9, S. 217 (1921). 

*) Vgl. Arch. (Anat. u.) Physiol. 1915, 8. 305; Allg. Brauer- u. Hopfen- 
ztg. Bd. 56, S. 1479 (1916). 

6) Vgl. Wehscehr. f. Brauerei Bd. 35, S. 320 (1918); Zs. techn. Biol. 
Bd. 7, S. 68 (1919). 
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das er durch mikroskopische Untersuchung der Zellen nach 
Behandlung mit Zucker bzw. Alkohol enthaltenden und davon 
freien Lésungen ermittelte, war aber zum mindesten nicht 
positiv. Die Hefezelle ist wohl auch fiir den vorliegenden 
Zweck kein sehr geeignetes Material, denn die Fettbildung in 
ibr scheint doch keine physiologische, sondern eine pathologische 
Erscheinung zu sein, Auch konnte Haehn schon den letzten 
Schritt der Synthese, die Veresterung von Alkohol und Siure, 
unter dafiir nach den Erfahrungen mit Ricinuslipase geeigneten 
Bedingungen mit der abgetéteten Hefe nicht sicher durchfiihren. 

Meine Untersuchungen sind friiher als die von Haehn, 
im Jahre 1916 begonnen worden. Den unmittelbaren AnstoB 
gab die Fettnot, unter der unser Volk damals in erschreckendem 
(Grade litt. Ware es unter techvisch durchfiihrbaren Bedingungen 
gelungen, die Tiitigkeit der fettlefernden Pflanze noch mit 
dem toten Material, nachdem es das fertig gebildete Fett ab- 
gegeben hatte, weiterzufiihren, so ware dies von einer nicht 
hoch genug einzuschatzenden Bedeutung gewesen. Allerdings 
durfte dann zur Verarbeitung nicht ein an sich unentbehrlicher 
und ebenfalls zu knapp vorhandener Stoff wie Zucker gewdhlt 
werden, sondern ein solcher, der reichlicher zur Verfiigung 
stand und dessen Verwendung die Ernihrung nicht in anderer 
Weise schidigen konnte. Aus diesem Grunde. begann ich 
meine Versuche mit einem Rohstoff, bei dem an sich die Ver- 
hiltnisse recht ungiinstig liegen, mit Cellulose. Um sie még- 
lichst fein zu verteilen, diente das Verfahren schneller Auf- 
lésung von Filtrierpapier in konzentrierter Schwefelsiure und 
sofortiger Fallung durch einen starken Wasserstrahl. Die er- 
haltenen sehr feinen Flocken lieBen sich nach Auswaschen 
durch Schiitteln mit Wasser in eine sehr gleichmabige und 
hestiindige Emulsion bringen. Natiirlich bot dieses Material 
keine Biirgschaft fiir véllige Fettfreiheit, und dasselbe gilt von 
den von mir zunichst als Fermentspender benutzten Samen 
des weifen Senfes, die nur durch Abpressen mittels hydraulischer 
Presse von der Hauptmenge ihres Ols befreit waren. Ver- 
gleichende Bestimmungen des Fettgehalts in den Proben, die 
enzymatischer Wirkung iiberlassen waren, und sonst vdllig 
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gleichen, aber sofort nach Mischung der verschiedenen Bestand- 
teile untersuchten muBten diesen Fehler ausgleichen. 

Es ergab sich bei diesen Versuchen zweifellos eine Bildung 
fettartiger Stoffe, wenn die Mischung der Celluloseemulsion 
(12 com = 0,5 g Cellulose) mit der gleichen Menge durch grobes 
Filtrierpapier filtrierter Knzymlésung (durch Verreiben des 
Samenmehls mit Wasser oder Salzlésung hergestellt) einige Zeit 
stand, wobei sich ganz schwaches Ansiuern mit Essigsiiure 
als vorteilhaft erwies. Der Fettgehalt wurde in der Weise 
bestimmt, daB die Mischungen mit stets gleichen Mengen 
Ather (spiiter wurde wegen der geringeren Bildung von Emul- 
sionen Benzol benutzt) in méglichst gleichma&Biger Art aus- 
geschiittelt und die Extrakte in gewogenen GefiBen getrocknet 
wurden. Die ersten Versuche ergaben eine Zunahme des Ex- 
trakts gegeniiber den Kontrollen um 1,6 bzw. 2,8 mg. Wurde 
an Stelle von Essigsiure Formaldehydlésung zugegeben, so 
ergab sich derselbe Wert wie bei der Kontrolle.?) 

Es wurde nun zunichst untersucht, ob Gegenwart von 
Sauerstoft oder anderen Gasen den Vorgang férdert. Dabei 
fanden sich ziemlich gleichmabige Werte, ob die Fliissigkeit 
mit Luft oder einer Wasserstoffatmosphire in Beriihrung war, 
wihrend eine Kohlensiureatmosphire die Ausbeute herabdriickte 
(1,6 bzw. 1,8 gegen 1,2 mg). Wesentlich bessere Ausbeute 
(3 mg) fand sich bei staindigem Durchleiten von Wasserstoff in 
ganz schwachem Strom. Die Ergebnisse waren ungefahr die 
gleichen, ob bei (sommerlicher) Zimmertemperatur oder bei 
37—40° digeriert wurde, und auch ebenso, wenn die Enzym- 
emulsion einer weitergehenden Entfettung durch wiederholtes 
Schiitteln mit Benzol unterzogen war. Als dagegen, um die 
Kontrollen umgehen zu kénnen, das treckne Samenmehl im 
Soxhlet erschépfend mit Ather ausgezogen wurde, konnte keine 





1) In der Diskussion tiber meinen Vortrag in der Dtsch, Chem. Ges. 
bezweifelte Herr H. Pringsheim, da Cellulose durch andere als bak- 
terielle Enzyme angegriffen werden kénne. Ohne die Anschauung von 
dem absoluten Wert friiherer negativer Erfahrungen zu teilen, will ich 
darauf hinweisen, da’ immerhin bei der Vorbearbeitung eine Teilspaltung 
der Cellulose méglich wiire. 
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Fettbildung mehr festgestellt werden. Durch diese Behandlung 
wird also das Enzym abgetétet. 

Um zu priifen, ob etwa vor Beginn der natiirlichen Ol- 
bildung das Enzym, seiner Beanspruchung harrend, besonders 
reichlich auftrete, verschafite ich mir, infolge der damaligen 
Verhaltnisse nicht ohne Miihe, noch weiche und weiBe Samen 
von Helianthus. Damit konnte unter den verschiedenen Ver- 
haltnissen so gut wie gar keine Vermehrung des Fettes gegen- 
iiber den Kontrollen erreicht werden. — Erst nach langerer 
Zeit gelang es mir, das klassische Material fiir die Gewinnung 
von Lipase, Ricinussamen, zu erhalten. Es lieB sich hieran 
feststellen, daB der wiBrige Auszug fast unwirksam ist, die 
Wirkung vielmehr, wie ja auch schon aus den friitheren Unter- 
suchungen iiber die Lipase bekannt ist, wesentlich an den nicht 
filtrierbaren Riickstiinden haftet. Aber auch mit diesen war 
der Erfolg wesentlich geringer als mit Senfsamen. Er wurde 
etwas besser, als der Mischung ein Zusatz von 1°/, Kochsalz 
gegeben wurde. Jedenfalls zeigten aber auch diese Versuche, 
daB an eine technische Verwertung dieser Reaktion vorerst 
nicht zu denken war. 

Als ich gegen Ende des Jahres 1920 die Versuche wieder 
aufnahm, habe ich deshalb mit einfacheren Stoffen gearbeitet, 
die dem Angriffe des Enzyms giinstigere, vor allem gleich- 
miBigere Bedingungen bieten, mit Starke und Traubenzucker. 
Als Enzymquelle dienten jetzt hauptsachlich Sonnenblumen- 
samen in verschiedenen Reifestadien, ferner Kohl- und Mohn- 
samen. Nach den erwahnten Erfahrungen mit Ricinus wurden 
Emulsionen verwendet, die nur durch feines Coliertuch filtriert 
waren, und stets ein Zusatz von 1°/, Kochsalz gegeben. Die 
Versuche wurden in einem Thermostaten bei etwa 30—33° 
ausgefiihrt. Die Bebriitungskélbchen wurden, da ein noch- 
maliger Vergleichsversuch keinen wesentlichen EinfluB des 
Durchleitens von (sorgfiltig gereinigtem) Wasserstoff unter den 
obwaltenden Versuchsbedingungen ergab, lediglich durch einen 
ziemlich dichten Watteverschlu8 vor reichlicherer Luftzirkulation 
geschiitzt. Um bakterielle Tatigkeit auszuschlieBen, wurde ein 
Zusatz von Toluol gegeben. Die Ausbeuten blieben im all- 
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gemeinen in derselben GréBenordnung wie bei Anwendung von 
Cellulose. Das Ansiuern mit Essigsiure erwies sich wiederum 
als giinstig, waihrend Oxalsiure so gut wie gar keine oder 
selbst schidliche Wirkung hatte. 

Weiterhin wurde, um das vorgebildete Fett nach Moéglich- 
keit auszuschalten, die Enzymemulsion vor dem Ansetzen der 
Versuche mit Benzol in einem Apparat, bei dem das Extrak- 
tionsgut stiindig durch kaltes Wasser gekiihlt wurde, erschépfend 
extrahiert; mit groBem Vorteil konnte hierbei der Apparat von 
R. Kempf?) verwendet werden. Auch unter diesen Kautelen 
ergab sich die Bildung von Fett. Freilich fand sich eine solche 
in geringem Betrage auch noch trotz der voélligen Extraktion 
ohne Zusatz von Starke oder Zucker. Das ist nur natiirlich, 
da in den Samen ja ein gewisser Vorrat an zur Fettsynthese 
geeignetem Material noch vorhanden sein muB. Auch ist nicht 
zu vergessen, da ja bekanntlich durch Fettlésungsmittel nicht 
alles Fett aus Organsubstanzen entfernt wird, ein gewisser 
Rest vielmehr erst durch Verdauungsvorginge fiir die Extraktion 
zuginglich wird. Die Unterschiede zwischen den fiir sich und 
den nach Zusatz von Zucker oder dergleichen bebriiteten 
Proben machen sich aber so regelmiBig geltend, daB der 
Schlu8, diese Substanzen seien mindestens an der Fettbildung 
beteiligt, zweifellos gerechtfertigt ist. Dazu kommt, da8 bei 
weiterer Bebriitung der bereits behandelten und zur Bestimmung 
des dabei gebildeten Fettes mit Benzol ausgeschiittelten Proben 
stets wieder Neubildung, anscheinend zunachst im gleichen 
Tempo, sich geltend machte. So bildete eine Probe aus 
Sonnenblumensamen im Beginn der Reifung (noch wenig gefarbt) 
in einer Woche 5,5 mg, in den niichsten zwei Wochen 10,8 mg 
Fett. Besonders instruktiv ist auch folgender Fall: Eine Probe 
Mohnsamen, die in 5 Tagen etwa 1 mg Ausbeute geliefert 
hatte, gab in den folgenden 12 Tagen 1,9 mg, in den darauf 
folgenden 12 Tagen aber nur noch 0,6 mg, was auf Stillstand 
schlieBen lie®. Es zeigt sich, daB die Probe stark sauer ge- 
worden war; es wurde frisch gefilltes, sorgfiltig ausgewaschenes 


1) Ch.-Z. Bd. 37, S. 774 (1918). 
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Calciumcarbonat zugegeben, und nun lieferte die nichste Be- 
briitungsperiode wieder eine Ausbeute von 1,6 mg. — Das 
Fettbildungsvermégen scheint mit dem Reifestadium zunichst 
sich zu steigern, dann bei Vollreife nahezu zu verschwinden. 

Die bei all diesen Versuchen eingehaltene Versuchsanord- 
nung ist fiir die Bildung gréBerer Mengen Fett nicht geeignet, 
weil ja, wie eingangs erwihnt, das Endglied der Synthese, die 
Veresterung, wasserarme Medien erfordert. Auf der andern 
Seite ist aber nicht anzunehmen, daB solche auch fir die 
ersten Glieder der Reaktionskette besonders giinstig sein werden. 
Mit Recht betont Haehn, daB im Plasma des Organismus 
riumliche Trennung der Einzelvorginge durch einzelne Kammern, 
die sich vielleicht durch abweichende osmotische Verhiltnisse 
unterscheiden, angenommen werden muf. Dieses Verhiltnis 
wird in den weiteren Versuchen durch zeitliche Trennung der 
einzelnen Reaktionsstufen zu ersetzen sein, und es scheint mir 
nicht unmdéglich, daB auf diesem Wege ein auch technisch 
brauchbares Verfahren ausgearbeitet werden kénnte. Die um- 
fangreichen Untersuchungen, die hierzu und fir die Festlegung 
zahlreicher sonstiger Einzelheiten im Sinne der modernen Fer- 
mentforschung auf jeden Fall noch erforderlich sind, iibersteigen 
die Kraft und die materiellen Mittel, die der einzelne, ohne 
Institutshilfe arbeitende Forscher unter den derzeitigen Ver- 
hiltnissen zur Verfiigung stellen kann. Aus diesem Grunde 
gebe ich die bisherigen Ergebnisse bekannt, in der Hoffnung, 
daB auch andere sich am weiteren Ausbau beteiligen werden. 








Uber Blutsaccharase und iiber antigene Eigenschaften 
der Hefesaccharase. 


Von 


E. Knaffl-Lenz. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Marz 1922.) 


Die interessanten Versuche Weinlands’) haben ergeben, 
daB das Blut junger Tiere, denen man Rohrzucker intravenés 
einspritzt, das Vermégen gewinnt, Rohrzucker zu invertieren. 
Dieser Befund wurde spater von Brahm?) nachgepriift, der 
nur in manchen Fallen ein aktives Serum erhielt, die Be- 
dingungen hierfiir aber nicht feststellen konnte. Dagegen 
geben Abderhalden und Kapfberger’) an, daB sie in keinem 
Falle negative Resultate erhalten haben, wenn sie die Menge 
des eingespritzten Rohrzuckers einschrankten. In weiteren 
Arbeiten von Abderhalden und Wildermuth‘) wurde ge- 
zeigt, daB bei Kaninchen nach Injektion von Rohrzucker das 
Serum regelmibig invertierendes Vermégen besitzt. Die In- 
versionsfihigkeit tritt merkwiirdigerweise oft schon nach 24 Stun- 
den auf oder in einem Falle, wie Abderhalden®) angibt, be- 
reits 15 Minuten nach der Rohrzuckerinjektion und bleibt 


1) E. Weinland, Zs. Biol. Bd. 47, 8. 279 (1906). 
2) C. Brahm, Diese Zs. Bd. 64, S. 429 (1909). 

3) Abderhalden u. Kapfberger, Diese Zs. Bd. 69, S. 25 (1910). 
4) Abderhalden u. Wildermuth, Diese Zs. Bd. 90, S. 388 (1914). 
5) Abderhalden, Abwehrfermente, S. 74 (1914). 








Sa 

















Blutsaccharase und antigene Eigenschaften der Hefesaccharase. 111 


mehrere Wochen bestehen. Bei Hunden konnten Abder- 
halden und Grigorescu?) jedoch nur in manchen Fallen zu 
invertierendem Serum gelangen. Dagegen fand Kumagai’), 
der die Versuchsergebnisse Weinlands an ganz jungen Hunden 
bestiitigte, daB die Injektion von kleinen Rohrzuckermengen 
bei ausgewachsenen Hunden keine Invertinbildung im Serum 
zur Folge habe. Bei Injektion groBer Zuckermengen erhielt 
er jedoch Sera, welche die Rechtsdrehung des Rohrzuckers in 
eine viel stiirkere als die theoretisch mégliche Linksdrehung 
verwandelte, woraus er auf die Bildung eines neuen un- 
bekannten, stark linksdrehenden Ké6rper schlo8. La8t man 
‘Traubenzucker mit einem solchen stark aktiven Serum mehrere 
‘Tage stehen, so geht die Linksdrehung wieder in eine Rechts- 
drehung itiber. Kin solches Serum hatte danach auch eine 
synthetische Wirkung. 

Aus dem bisherigen Tatsachenmaterial geht nur mit Sicher- 
heit hervor, daB das Blut ganz junger Tiere, wie es Wein- 
land gezeigt hat, nach Rohrzuckerinjektionen die Fahigkeit 
erlangt, Rohrzucker zu invertieren. Die invertierende Wirkung 
des Serums vorbehandelter erwachsener Tiere, wie sie Abder- 
halden und seine Mitarbeiter erhielten, ist eine auBerst ge- 
ringe. Beim Vermischen gleicher Teile Serum und Rohrzucker- 
lésung betrigt die Anderung der Drehung nach ca, 40 Stunden 
nur wenige Hundertstel von Graden. Bei der augewandten 
Versuchsmethodik ist auch gar keine Riicksicht auf eine all- 
fallige Multirotation genommen. Da die GréBe der Drehung 
der Polarisationsebene durch Invertzucker auch stark von der 
Temperatur abhingig ist, die Ablesetemperaturen aber nicht 
angegeben sind (vermutlich 37°), so liBt sich aus den an- 
gegebenen Zahlen kein SchluBb auf die Starke der invertieren- 
den Substanz ziehen. 

Das Auftreten eines invertierenden Fermentes im Blute 
nach Rohrzuckerinjektionen bietet insofern groBes theoretisches 
Interesse, als es sich darum handelt, ob sich durch die Zucker- 
injektion ein neues kiérperfremdes Ferment bildet oder ob dieses 


") Abderhalden u. Grigorescu, Diese Zs. Bd. 90, S. 419 (1914). 
*) Kumagai, Biochem. Zs. Bd. 57, S. 380 (1913). 
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Ferment identisch ist mit der Darmsaccharase, die durch 
Zuckerinjektion ins Blut gelangen wiirde. 

Auf Anregung Prof. v. Eulers wurden zur Klirung dieser 
Frage vorliegende Untersuchungen durchgefiihrt, die beab- 
sichtigten, die physikalischen und chemischen Eigenschaften 
der Blut-, Darm- und Hefesaccharase zu vergleichen und mit 
Hilfe serologischer Methoden die Identitiit oder Verwandtschaft 
dieser Fermente nachzuweisen. Schiitze und Bergell konnten 
durch Injektion von Invertin (Merck) ein Serum erhalten, das 
die Wirkung des Invertins abschwichte. Mit Hilfe solcher 
Antifermente wire die Méglichkeit gegeben, Fermente auf ihre 
Identitiit zu priifen, sowohl durch Versuche in vitro, als auch 
durch Untersuchung, ob ein mit Hefesaccharase immunisiertes 
Kaninchen noch imstande ist, auf Rohrzuckerinjektionen ein 
aktives Serum zu liefern. Die Beantwortung dieser Fragen 
konnte aber durch die vorliegende Untersuchung nicht gegeben 
werden, da einerseits die Kaninchen auf Rohrzuckerinjektion 
kein invertierendes Serum lieferten, andererseits durch Immuni- 
sierung mit hochaktiven, weitgehend gereinigten Hefesaccharase- 
praparaten nur ein Serum erhalten wurde, welches die Saccha- 
rasewirkung unbedeutend abschwichte, wahrscheinlich in un- 
spezifischer Weise. 

Im folgenden seien die Versuchsprotukolle wiedergegeben. 


Experimenteller Teil. 


I, Immunisierungsversuche mit Rohrzucker. 


Sterile Rohrzuckerlésungen von 5—25°/, wurden langsam 
in die Ohrvene von Kaninchen injiziert. Die Blutentnahme 
erfolgte ebenfalls aus der Ohrvene mit Hilfe von capillar 
ausgezogenen Glasréhren, deren capillares Ende nach der 
Blutentnahme zugeschmolzen wurde. Nach erfolgter Koa- 
gulation des Blutes und nach Abpressen des Serums wurde 
letzteres mit sterilen Capillaren abgehebert und zum Zwecke 
der Untersuchung auf invertierendes Vermégen mit_ steriler 
10°/,iger Zuckerlésung vermengt. Behufs Abbruch der In- 
version und KEinstellung der Enddrehung wurden je 5 ccm 
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Zuckerlésung mit je 5 ccm 3°/,iger Natriumcarbonatliésung 
nach Ablauf einer bestimmten Zeit gemischt und _polari- 
metrisch untersucht. Drei Kaninchen im Gewichte von 2 
bis 3,5 kg erhielten intravenédse Rohrzuckerinjektionen und 
zwar: 


Kaninchen | 


am 18. VI. 1,0 g Rohrzucker 


21. V1. 0,5 ¢g 20. VI. Blutentnahme 
» VE. Og i 22. VI. . 
» 23. VI. 1,0¢ “ 24. VI. ‘i 
27. VI. 2,0¢g ‘ 29. VI. ‘ 
, 28 VI. 2,0¢ ‘i 1. VII. " 
. 30. V1. 4,0¢ i 2. VII. “ 
5. VII. ‘ 


Kaninchen IJ im Laufe von 10 Tagen 4 Injektionen von 
insgesamt 12 g, Kaninchen III in demselben Zeitraume 15 g 
Zucker intravends. 


Je 25 ccm 10°/,ige Rohrzuckerlésung wurden mit 2 ccm 
Serum versetzt und bei 37° stehen gelassen. Im Verlaufe von 
8—10 Stunden konnte keine Anderung der Drehung beob- 
achtet werden. 

Als Beispiel mége der Versuch vom 4. VII. mit dem 
Serum von Kaninchen I wiedergegeben werden, bei dem 5 ccm 
Serum auf 20 ccm Rohrzuckerlésung einwirkten. 


Zeit Drehung 
Minuten + 1,64 ° 
140 + 1,62 
200 +1,63 
350 +1,63 
600 +1,62 


II. Immunisierungsversuche mit Hefesaccharase. 


Die zu Immunisierungsversuchen benutzten Hefesaccharase- 
priparate waren weitgehend gereinigte, stickstoffarme, schwach 
opaleszente Liésungen, die von Prof. vy. Euler in entgegen- 
kommender Weise zur Verfiigung gestellt wurden. Es waren 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 8 
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die Praparate (I) 8s, 9,5 Tage dialysiert, und Priparat (II) 
3 Fa, D. 2,2.1) In beiden Praparaten konnten mit den iiblichen 
EiweiBreagenzien eben noch nachweisbare Spuren von Hiweif 
festgestellt werden. 

Zur Gewinnung eines antifermentativen Serums wurden 
drei Kaninchen in Zwischenriumen von 5—6 Tagen je 1 ccm 
der Saccharaselésungen intravenés injiziert, was sie symptom- 
los vertrugen. 5 Tage nach der letzten Injektion wurden sie 
aus der Carotis steril entblutet und das Serum in der iiblichen 
Weise steril gewonnen. Es erhielten: 

Kaninchen IV, Injektionen von je 1 ccm Saccharase II 
am 27. V., am 2. und 8. VI. (17. VI. entblutet). 

Kaninchen V, Injektionen von je 1 ccm Saccharase II am 
27. V., am 2., 8. und 16. VI. und 1,5 ccm Saccharase I am 
21. VI (27. VI. entblutet). 

Kaninchen VI, Injektionen von je 1 ccm Saccharase I am 
17., 21., 27. VI und am 2. VII. (8. VIL. entblutet). 

Die von den Kaninchen gewonnenen Sera wurden sowohl 
auf Pracipitine als auch auf Antisaccharase untersucht. 


a) Untersuchung auf Priacipitine. 


Die sterilen Sera wurden mit Saccharase und Kochsalz- 
lésung vermengt und nach vielstiindigem Stehen bei Zimmer- 
oder Brutschranktemperatur auf Triibung oder Niederschlags- 
bildung beobachtet (+ bedeutet Triibung, ++ eben merk- 
lichen Niederschlag, +--+ + deutlichen Niederschlag). 

In den folgenden Tabellen seien einige der Versuche 
wiedergegeben. 


|) a 1,0 2,0 
Saccharase II. . . . . 0,8 0,3 0,3 
NaCl-Lésung . . . . . 1,5 1,0 6,0 

+ + + 


Nach 16 Stunden bei 37°. 





1) H. vy. Euler u. O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 107, S. 269 (1919); 
Bd, 110, S. 175 (1920); O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 109, S. 65 (1920), 
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Serum IV ..... O02 O02 O02 O02 02 
NaCl-Lésung ... . 1,0 1,2 1,4 1,5 1,6 
Saccharase IIT . . . . 0,6 0,4 0,2 0,1 0,0 
- dus © eh Site + + 4+ 0 0 
Saccharase I. . » 8 + ++ 4- 0 


Nach 12 Stunden bei 17°. 


Serum V.. ._ 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
Saccharase I. . 0,1 0,2 1,0 1,5 2,5 0,0 15 
NaCl-Lésung. . 2,9 2,8 2,0 1,5 0,5 3,0 6,5 

0 0 + tt +4 0 0 


Nach 12 Stunden bei 37°. 


Die Versuche mit Serum VI gaben auch keine stiirkeren 
Pricipitinreaktionen. : 

Dieser iuBerst schwache Ausfall der Priacipitinreaktion 
mit hochaktiven Saccharasepriiparaten spricht dafiir, daB die 
Saccharase nicht imstande ist, die Bildung spezifischer Pri- 
cipitine auszulésen, und daS die schwach positive Reaktion 
auf die EiweiBspuren, welche die Saccharaselésungen ent- 
hielten, zuriickzufiihren ist. 


b) Untersuchungen auf Antisaccharase. 


Zur Priifung der Sera auf Antisaccharase wurden die 
Sera der vorbehandelten Tiere mit Hefesaccharase vermischt 
und entweder gleich nach der Mischung oder nach mehr- 
stiindigem Stehen in Rohrzuckerlésung gebracht. Von Zeit 
zu Zeit wurden Proben entnommen, zum Abbruch der In- 
version und Kinstellung der Enddrehung in 5°/,ige Natrium- 
carbonatlésung gegossen und die Drehung der Polarisations- 
ebene bestimmt. Die Konstanten wurden in der iiblichen 
Weise nach der Formel 


1 
7 log 


R+L 


A = a+ 1 


berechnet. 
Im folgenden seien wieder einige der Versuchsprotokolle 
wiedergegeben. 


8 * 
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V 
1,0 


1,0 Normalserum 4,0 


VI 
1,0 
2,5 


Versuch I. 
Saccharase-Serummischung, 1 Stunde bei 37° gestanden. 
I sm [UY 
Saccharase II io 61fp 6p lf 
Immunserum IV 4,0 2,5 2,0 
NaCl-Lésung 0 is 29 39 


0 


1,5 


VII 
1,0 
1,0 
3,0 


0,5 com dieser Mischungen mit 50 ccm 10°/,iger Rohr- 
zuckerlésung vermischt und bei 17° stehen gelassen. 
Bestimmung der Drehung je 10 ccm Zuckerlésung mit je 5 ccm 
3°/,iger Natriumcarbonatliésung versetzt. 


Zur 








I] 


HI 


IV 


VI 


VII 





Zeit 
Minuten 





Drehung 
ma? 


+ 2,06 
+1,89 
+1,10 


+ 2,07 
+1,90 
41,07 


+ 2,08 
+- 1,88 
+- 1,06 


+2,08 
+1,86 
+0,98 


+ 2,08 
+ 1,85 
+0,99 


+2,08 
+1,84 
+0,98 


+2,10 
+-1,86 
+-0,97 








— 0,94° 
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Versuch II. 


Saccharase-Serumgemisch 10 Stunden bei 17° gestanden. 


I Il Ill 
SaccharaseI..... 0,3 0,3 0,3 
Immunserum IV... . 2,0 1,0 0 
NaCl-Léisung. . . . . 1,0 0 2,0 


Gesamtmischung mit je 25 ccm 10°/,iger Rohrzucker- 
lésung bei 16° stehen gelassen. Zur Bestimmung der Drehung 
je 5 ccm Zuckerlésung mit je 5 ccm Natriumcarbonatlésung 























} versetzt. 
weit | Drebung | 

Minuten in ° ieee 

ye fF. we TF seme 

. 151 0,07 314 

: Il 0) +1,53 

es 150 — 0,10 391 

i III 0 +1,52 

4 152 — 0,23 458 

‘ a % | —0,67 | 

‘ Versuch IIL. 
' Je 8ccm Saccharase I wurden mit 0,5 ccm (1), 1,00 ccm (IJ) 
und 2,0 ccm (III) Immunserum IV vermischt, mit physio- 
logischer Kochsalzlésung auf 2,4 ccm aufgefillt und 16 Stunden 
: bei 37° stehen gelassen. In allen Mischungen nach dieser Zeit 
: deutliches Pricipitat. Davon wurden je 0,8 ccm der Mischungen 
: zu je 50 com 10°/%iger Zuckerlésung zugesetzt. Als Kon- 


trolle diente 0,1 ccm Saccharase plus 0,7 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung (IV). Zur Bestimmung der Drehung wurden 
je 10 ccm Zuckerlésung mit je 5 com Natriumcarbonatlésung 
vermengt. 
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II 


lik 


IV 








Zeit 
Minuten 





0 
63 











Drehu 
mn - k-10-8 
in 
+2,16 
+1,50 165 
+0,85 179 
+-0,60 174 
+ 2,15 
+1,61 147 
+1,04 158 
+ 0,84 159 
+2,17 
+1,68 134 
+1,19 139 
+1,04 135 
+ 2,22 
+1,00 175 
+0,38 169 
+0,15 170 
at AGN 


Versuch IV. 


Je 0,1 com Saccharase II wurden mit 1 com Normalserum (I) 
und mit 1 ccm Immunserum IV (II) versetzt und 48 Stunden 
bei 37° stehen gelassen. Beide Mischungen hatten nach dieser 
Zeit einen kasigen Niederschlag abgesetzt, der durch scharfes 
Zentrifugieren getrennt wurde. 
auch der Niederschlag wurden auf ihre invertierende Kraft gepriift. 





Sowohl das Zentrifugat als 





Il 











Serum 


Niederschlag 


Serum 


Niederschlag 





Zeit 
Minuten 


0 
93 





Drehung 
in ° 
+2,16 
+217 
+2,19 
+2,16 
+2,23 


2,21 


+ 2,23 
+ 2,20 
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In den folgenden Versuchen wurde der Rohrzuckerlisung 
primares Kaliumphosphat (4 g auf 1000) zugesetzt, um sie auf 
die fiir Saccharase optimale Aciditaét von py = 4,5—5 zu bringen. 


Versuch V. 


Je 0,2 com Saccharase I wurden mit 2 ccm (IJ) baw. 
4 ccm (III) Immunserum V versetzt, mit physiologischer Koch- 
salzlésung auf das gleiche Volumen aufgefillt und nach 
12 stiindigem Stehen bei 17° in der beschriebenen Weise auf inver- 
tierende Wirkung untersucht. I dient als Kontrolle ohne Serum. 





_ oe i «10-8 
Minuten in ° 
I 0 +1,20 
176 — 0,20 396 
Il Y) + 1,22 
115 — 0,20 401 
Il 0 +-1,22 
174 — 0,10 341 














Ts 7 
Versuch VI. 

Dieser Versuch ist analog dem vorigen mit dem Unterschied, 

daB 0,5 ccm dreifach verdiinnter Saccharase verwendet wurden, die 
gleich nach der Mischung zur Rohrzuckerlésung zugesetzt wurden. 


— 0,55 ° | 





























‘Zeit Drehung ail 

Minuten in ° ilies 

I 0 + 1,38 
162 — 0,05 326 
208 — 0,25 299 

Il 0 + 1,89 
160 — 0,08 328 
208 — 0,21 326 

| eo | — 0,63 | 

Ill 0 + 1,25 
161 ~ 0,04 294 
207 — 0,10 284 

-jf © | —e 
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Versuch VII. 


Der folgende Versuch wurde mit Normalserum angestellt 
in derselben Weise wie die vorhergehenden. 


I II Il IV Vv VI 
ee er 0 1 2 3 4 5 
Saccharase I... 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 
NaCl-Lésung .. 5 4 8 2 1 0 


Diese Gemenge wurden sowohl gleich nach der Mischung (A), 
als auch nach 16 stiindigem Stehen bei 17° (B) der Rohrzucker- 
lésung zugesetzt. 









































A 
a Zeit Drehung 
k . Q-* ka . Qo7-s 
Minuten in ° jie ie 
I 0 + 1,30 
120 + 0,39 252 
166 + 0,16 251 
245 — 0,15 265 
I 0 + 1,30 
L118 + 0,40 234 
160 + 0,17 233 
241 ~0,11 242 
| x | -oso | | 
II 0 + 1,27 
117 + 0,44 229 240 
161 + 0,20 232 244 
242 — 0,07 231 236 
to oe | -os | | 
IV 0 +- 1,25 
115 +. 0,48 207 230 
160 + 0,24 220 233 
239 — 0,08 233 241 
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A (Fortsetzung) 
Zeit Drehung ky +1073 leg + 10-3 
Minuten in ° 
V 0 +1,19 
114 + 0,50 198 226 
159 + 0,26 214 229 
239 — 0,06 239 235 
| » — 0,52 - ais 
VI 0 + 1,18 
112 +0,51 194 225 
158 + 0,27 210 228 
238 — 0,07 233 227 
| Oo — 0,52 | : 
B 
Zeit | Drehmg | | ~~ 
e e k , 1 amie k. . Ps 
Minuten in ° dicta le 
I 0 + 1,30 
42 + 0,91 2492 
143 + 0,17 276 
I 0 + 1,30 
40 + 0,90 256 
142 + 0,17 274 
| ra — 0,59 
Iil 0 + 1,29 
81 + 0,92 258 
141 + 0,23 256 
IV 0 + 1,27 ; 
40 + 0,89 268 
141 + 0,22 260 
| ow — 0,58 
V 0 + 1,26 
re + 0,88 270 261 
141 + 0,28 259 253 
on — 0,57 
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B (Fortsetzung) 


























Zeit Drehung aie : ali 
Minuten in ° ky + 10 k,+ 10 
Zt 6h6<S™””.™lC™:C<C;«C saa 
40 + 0,87 276 260 
138 + 0,22 268 266 
| @ | -o57 | | 


Durch den Zusatz des Serums dndert sich die Anfangs- 
drehung der Rohrzuckerlésung ein wenig. Die Konstanten i, 
sind aus den tatsichlich abgelesenen Anfangs- und daraus be- 
rechneten Kndwerten berechnet, wahrend die Konstanten h, 
aus dem Anfangs- und Endwert der reinen Zuckerlésung be- 
rechnet sind. 

Versuch VIIL 


In diesem Versuch kam das Serum von Kaninchen VI zur 
Verwendung, und zwar 0,1 Saccharase mit 0 (I), 1 (II), 3 (IT) 
und 5 ccm ([V) Serum. Diese Gemenge wurden sowohl gleich 
nach der Mischung (A), als auch, nachdem sie 24 Stunden 
bei 17° gestanden waren, der Rohrzuckerlésung zugesetzt. 


























A 
x Zeit Drehung aie : ; = 
Minuten in ° Nini 4 Shes 
I aa wae "aa wes i 
110 + 0,61 182 
174 + 0,25 205 
II 0 + 1,36 
107 + 0,65 180 
170 + 0,27 204 
I 0 + 1,85 
107 + 0,66 179 
169 + 0,28 202 
| va — 0,62 | 
IV 0 +- 1,29 
106 - 0,67 163 174 
167 + 0,28 200 2038 
| L — 0,59 
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B 
Zeit | Drehung | ae 
- .1073 -10—3 
Minuten in ° vines “es 
i... - — 
86 + 0,75 187 
210 + 0,08 211 
IT 0 + 1,36 
84 + 0,76 185 
208 + 0,10 200 
UI 0 + 1,35 
85 + 0,70 204 
208 + 0,12 204 
| Lr — 0,62 | 
1\ 0 + 1,30 
83 + 0,72 191 202 
L207 | 04 98200 
| ” | — 0,59 | | 


Die Konstante 4, ist nach dem Anfangs- und Endwert 
der Zuckerlésung ohne Serumzusatz berechnet. 

Die Unendlichkeitswerte in simtlichen Versuchen sind aus 
den Anfangsdrehungen fiir die betreffende Temperatur berechnet. 


Besprechung der Versuche. 


Im Gegensatz zu Abderhalden, der auch an erwachsenen 
Kaninchen in fast allen Fallen eine invertierende Wirkung des 
Serums nach Rohrzuckerinjektionen erhielt, konnte sowohl durch 
Injektion von geringen als auch von gréBeren Zuckermengen 
mit der beschriebenen Untersuchungsmethode kein aktives 
Serum nachgewiesen werden. Da Abderhaiden angibt, daB 
nach Zusatz von Serum vorbehandelter Tiere zu Rohrzucker- 
lésung nicht nur die Drehung derselben sich ‘inderte, sondern 
auch das Reduktionsvermégen zunahm, so kénnen die von 
Abderhalden beobachteten Drehungsinderungen nicht auf die 
unzureichende Versuchsanordnung zuriickzufiihren sein. Es sind 
daher noch weitere Untersuchungen notwendig, um diese Wider- 
spriiche aufzuklaren. (Es sind Versuche im Gange, um Kanin- 
chen unter einen dauernden Reiz von Rohrzucker zu setzen, 
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nimlich durch Versenken steriler Kollodiumsickchen in die 
Bauchhohle, die mit konzentrierter Rohrzuckerlésung gefiillt sind.) 

Was die Untersuchungen der Sera von Kaninchen, die mit 
Hefesaccharase vorbehandelt waren, auf Pricipitine betrifft, so 
wurde schon im experimentellen Teil erwaihnt, daB die Pri- 
cipitinreaktion im Vergleich zur starken Wirksamkeit der Prii- 
parate so geringfiigig war, daB sie auf Spuren von anhaftenden 
Proteinkérpern zuriickzufiihren sein diirfte. Auch dieser Befund 
spricht dafiir, daB Saccharase keine Proteinsubstanz ist, da bis 
jetzt Pricipitinreaktionen mit Sicherheit nur bei Proteinen und 
deren Abkémmlingen erhalten wurden. 

Die durch Immunisierung erhaltenen Antifermente stehen 
in ihrer Wirksamkeit im allgemeinen bei weitem hinter denen 
mit anderen Antigenen gewonnenen, wie z. B. Toxinen, zuriick. 
Immerhin ist es gelungen, eine Reihe von spezifischen Anti- 
fermenten zu erhalten, im Falle des Labferments sogar von 
artspezifischen. Die fiir die Immunisierung verwendeten Fer- 
mente waren in fast allen Fallen stark verunreinigte Praparate, 
zumeist Handelspraparate oder Organ- und Bakterienextrakte, 
die reich an Kiwei8 waren. Es ist daher wiederholt die Frage 
aufgeworfen worden, ob die antigene Kigenschait nicht nur 
durch den anhaftenden kolloidalen EiweiBkomplex bedingt ist 
und ob ein eiweiBfreies Ferment iiberhaupt als Antigen wirken 
wiirde. 

Als Hauptgriinde fiir die geringen Erfolge der Ferment- 
immunisierung werden ihre leichte Zerstérbarkeit, ihre geringe 
Resorptionsfahigkeit und ihre Bindung durch zirkulierende Ki- 
weiBstoffe und Kohlehydrate erblickt, bevor sie mit den Zellen 
in Reaktion treten kénnen. 

Immunisierungsversuche mit Invertin wurden von Schiitze 
und Bergell') angestellt, welche Kaninchen Invertin (Merck) 
allwéchentlich durch 5 Monate subcutan injizierten. ‘Trotz 
dieser langdauernden Vorbehandlung erhielten sie ein Serum, 
welches nur etwa 5°/, der Invertinwirkung zu hemmen ver- 
mochte, also nur eine Steigerung der schwachen Hemmung 
durch Normalserum. 





’) Schiitze u. Bergell, Zs. klin. Med. Bd. 61, S. 366 (1907). 
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Die Versuche der vorliegenden Arbeit, die mit fast eiweib- 
freien, hochaktiven Hefesaccharasepraparaten angestellt wurden, 
lieferten auch keine wesentlich besseren Resultate. 

In Versuch I und [I gelang es, die Saccharasewirkung um 
etwa 12°/, herabzusetzen, dabei war es gleichgiiltig, ob das 
Serumsaccharasegemenge kurz nach der Mischung oder nach 
langerem Stehen auf Rohrzucker einwirkte. Stand die Mischung 
aber bei 37° 16 Stunden vor dem Zusatz der Zuckerlésung, 
so konnte eine Hemmung der Saccharasewirkung trotz Pri- 
cipitatbildung in den Gemischen nicht beobachtet werden 
(Vers. IIT). Ein noch laingeres Stehen (48 Stdn.) bei dieser Tempe- 
ratur zerstérte die Saccharase so gut wie vollstindig. Weder das 
Pracipitat, noch das klare Zentrifugat hatten eine nennenswerte 
invertierende Wirkung. Die Zerstérung des Ferments erfolgte 
sowohl durch Immun.-, als auch durch Normalserum (Vers. IV). 

In den folgenden Versuchen, bei denen Rohrzuckerlésungen 
durch Zusatz von saurem Kaliumphosphat (Kahlbaum) auf 
die fiir Saccharase optimale Aciditét gebracht wurde, betrugen 
die Hemmungen ebenfalls 10—12°/,, gleichgiiltig, ob das Anti- 
serum kurze oder lange Zeit eingewirkt hatte (Vers. V u. VJ). 
Ein Versuch mit Normalserum zeigte aber gleich nach der 
Mischung ebenfalls eine Hemmung von etwa 10°/,, wihrend 
nach 16stiindigem Stehen die Hemmung nicht mehr nach- 
weisbar war. Das Serum des vorbehandelten Kaninchens (VI) 
zeigte iiberhaupt keine hemmende Wirkung (Vers. VIII). 

Die hemmende Wirkung des Serums vorbehandelter Ka- 
ninchen unterscheidet sich daher nicht wesentlich von. der des 
Normalserums. Es ist héckstwahrscheinlich, daB Saccharase 
nicht als Antigen wirkt und durch die Vorbehandlung nur 
Stoffe in Wirksamkeit treten, die normalerweise in wechselnder 
Menge im Serum vorhanden sind. Eine Reihe von Beobach- 
tungen hat gezeigt, daB die Injektion irgendwelcher kolloidaler 
Kérper die Reaktionsfihigkeit des Serums Andern und dadurch 
spezifische Antikérperwirkungen vortiuschen kann. 

Herrn Prof. v. Euler danke ich auch an dieser Stelle fir 
die Anregung, fiir die Uberlassung des Materials und fiir viele 
wertvolle Ratschlige. 
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Uber den Nachweis des Vernins. 
Von 


H. Steudel und R. Freise. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin). 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Marz 1922.) 


Der Nachweis des Vernins?) in den Ausziigen pflanzlicher 
und tierischer Organe oder in Zersetzungsfliissigkeiten, die aus 
physiologischen Stoffen gewonnen sind, ist haufig nicht ganz 
leicht, weil der Kérper anfangs sich gewoéhnlich gelatinés aus- 
scheidet. Seine Krystallisierbarkeit ist von manchen Zufiallig- 
keiten abhingig und gelingt bei den kleinen Mengen, um die 
es sich meist handelt, manchmal auch bei der von Levene 
und Jacobs empfohlenen Umfallung der Substanz mit Blei- 
essig und Ammoniak nicht. Wir haben nun, als wir gelegentlich 





1) Wir schlagen den Fachgenossen vor, diesen von Schulze schon 
1885 fir das Guaninribosid eingefiihrten Namen beizubehalten. Daf 
das Vernin mit dem von Levene und Jacobs (1909) unter den Spal- 
tungsprodukten der Guanylsiure und der Hefenukleinsiiure gefundenen 
Guaninribosid, das von ihnen Guanosin genannt worden ist, identisch 
ist, ist von Schulze in sehr sorgfaltigen Arbeiten nachgewiesen, so dab 
die Prioritit ohne allen Zweifel dem verdienten deutschen Forscher 
zukommt, 

Die in Betracht kommende Literatur findet sich an folgenden 
Stellen: E. Schulze u. E. Bosshard, Diese Zs. Bd. 9, S. 444 (1885); 
Bd. 10, S. 85 (1885); E. Schulze u. v. Planta, ebenda, Bd. 10, S. 326 
(1885); E. Schulze, ebenda, Bd. 12, S. 406 (1888); Bd. 20, S. 306 (1895); 
Bd. 24, S. 18 (1897); E. Schulze u. N. Castoro, ebenda, Bd. 41, S. 460 
(1904); E. Schulze, Landw. Versuchsstation., Bd. 33, S. 89 (1885); Diese 
Zs. Bd, 66, S. 128 (1910); Jl. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 82, S. 447 (1885); 
F. Ullik, Chem. Zbl. 1887, S. 828; E. Schulze u. G. Trier, Diese Zs. 
Bd. 70, S. 148 (1910); Bd. 76, S. 145 (1911); Phoebus A. Levene u. 
W. A. Jacobs, Chem. Ber. Bd. 42, S. 2473 (1909). 
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in den Besitz einer etwas gréBeren Menge Vernins kamen, 
nach schwer léslichen, leicht krystallisierenden Abkémmlingen 
dieses Koérpers gesucht, da aufer der Substanz selbst bisher 
wenig Derivate von ihr beschrieben sind. 

Von Schulze ist eine Silberverbindung angegeben, die 
man erhalt, wenn man eine saure Verninlésung mit AgNO, 
versetzt und dann vorsichtig mit NH, neutralisiert. Es fallt 
ein im Uberschu8 von NH, leicht léslicher, flockiger, weiBer 
Niederschlag. Diesen Niederschlag erhalt man nach unseren 
Versuchen aber nur aus ganz reinen Verninlésungen; in un- 
reinen, wie sie ja meist zuniachst vorliegen, erhalt man, wohl 
wegen der Gegenwart schon aus dem Vernin abgespaltener 
freier Pentose, gewdhnlich statt des weiBen Niederschlags sehr 
bald starke Reduktion des Silbers. Der Niederschlag wiirde 
sich auch nicht zum Nachweis des Vernins eignen, weil ja in 
diesem Niederschlag alle anderen Korper der Histidinfraktion 
mit hineingehen kénnen. Es wire dann also eine weitere 
komplizierte Trennung noétig. Von Schulze ist ferner ein 
Pikrat des Vernins beschrieben, es ist aber in Wasser betriicht- 
lichléslich und hat nach Schulze eineninkonstanten Schmelzpunkt. 

Wir haben nun versucht, durch Acylierung in 4hnlicher 
Weise, wie es beim Inosin von Haiser und Wenzel?) durch- 
gefiihrt ist, ein schwer ldsliches, krystallinisches Produkt zu 
erhalten. Leider eignet sich die schéne Methode von Behrend?) 
mit der von EK. Fischer viele Acylierungsversuche in der 
Zuckerreihe ausgefiihrt sind, nicht fiir das Vernin — die Un- 
léslichkeit des Vernins in den organischen Solventien verhindert 
den Eintritt jeglicher Reaktion. Wir haben also das iltere 
Verfahren, Kochen mit Essigsiureanhydrid, wieder angewandt 
und gute Erfolge damit erzielt. 

2 g Vernin®) vom Schmelzpunkt 240—241° werden in 
etwa 40 g Essigsiureanhydrid und mit einem Kérnchen Natrium- 


1) Mon.-H. fiir Chemie, Bd. 29, S. 166 (1908). 

2) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 331, S. 362 (1904). 

5) Die Substanz war aus Hefenucleinsiure gewonnen, die uns die 
Firma C. F. Boehringer u. Séhne in Mannheim in liberaler Weise zur 
Verfiigung gestellt hatte. Wir sprechen ihr auch an dieser Stelle unseren 
besten Dank fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten aus. 
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acetat aufgekocht, wobei sich alles klar lést. Dann wird das 
iiberschiissige Essigsiureanhydrid im Vakuum abdestilliert und 
der Riickstand in heiBem Chloroform gelést. Beim Erkalten 
scheiden sich glinzende, schwach rosa gefairbte Nadeln ab, die 
zweimal aus absolutem Alkohol umkrystallisiert werden. Dann 
scheidet sich die Substanz in glasglinzenden prismatischen, 
farblosen Nadeln ab, die zu Drusen vereint sind. Ausbeute: 
etwa 1,25 ¢g. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Dann wurden folgende Zahlen erhalten: 

0,2040 g siittigen 25,2 cem n/10-Siéiure (Kjeldahl) = 17,26°/, N. 

0,3440 g liefern 0,5903 g CO, und 0,1506 g H,O = 46,70°/, C und 


4,89°/, H. 
Ber. fiir Triacetylvernin (C,,H,,O,N;) Gef. 
46,94°/, C 46,70°/, C 
4,68°/, H 4,89°/, H 
17,13°/, N 17,26 °/, 


Es treten also bei der Acetylierung drei Acetylgruppen 
in das Molekiil ein. 

Die Substanz hat einen scharfen Schmelzpunkt von 226° 
(unkorr.) nach vorherigem Sintern. Sie ist optisch-aktiv und 
dreht in geringem MaBe nach rechts. 

0,2992 g Substanz werden in absolutem Alkohol hei ge- 
lést. Nach dem Abkihlen der Lésung ist das Gesamtgewicht 
der alkoholischen Lésung bei 15° 24,0094 g (30 ccm; spez. 
Gewicht des absoluten Alkohols bei 15° 0,79366 g; spez. Gewicht 
der Lésung 0,80030 g). Abgelesener Winkel = + 2,3°. Linge 
des Rohres = 1 dm. 


2,3 x 24,0094 
[es = 1x ee x 0,2992 + 2,306°. 

Die Substanz ist in kaltem Alkohol und Chloroform sehr 
schwer léslich und krystallisiert bei langerem Stehen voll- 
kommen aus. 

Bei der Acetylierung des Inosins haben Haiser und 
Wenzel?) an die Méglichkeit gedacht, daB bei dieser Operation 








) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 30, S. 156 (1909). 
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zwei Molekiile Inosin zusammentreten. Beim Vernin ist das 
entschieden nicht der Fall, hier findet ein ganz regelmabiger 
Eintritt von Acetylgruppen statt. Wir denken aber gelegentlich 
auch die Acetylierung des Inosins nach Haiser und Wenzel 
zu wiederholen, weil uns der Zusammentritt von zwei Mole- 
kiilen Inosin bei der Acetylierung recht unwahrscheinlich ist. 
Ferner haben wir die Absicht, nach Beschaffung des nétigen 
Materials auch die iibrigen Purinoside und Pyrimidinoside, die 
von physiologischem Interesse sind, zu acetylieren. Beim 
Cytidin scheinen aber auch nach den Resultaten von Levene 
und Jacobs?) UnregelmiBigkeiten vorzuliegen. 

Die Untersuchung wurde mit Mitteln aus der Grifin Bose- 
Stifung ausgefiihrt, deren Kuratorium wir zu bestem Dank 
verpflichtet sind. 





1) Chem. Ber. Bd. 48, 8S, 3156 (1910). 
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Nachweis und Bestimmung der Monoaminosaduren. 
Von 


R. Engeland. 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1922.) 


Vor langerer Zeit habe ich ein Verfahren beschrieben, 
den Nachweis und die Bestimmung der infolge ihrer Leicht- 
loslichkeit schwer zuginglichen Monoaminosiuren durch deren 
Uberfiithrung in die Betaine zu bewerkstelligen.!) Ks hatte 
sich schon damals dieses Verfahren besonders bei dem Nach- 
weis der Pyrrolidin-@-Carbonsiure bewihrt, so daB ich damit 
z. B. beim Casein etwa den doppelten Prozentgehalt ermitteln 
konnte, als mit der fraktionierten Destillation des Ester- 
gemisches sich hatte nachweisen lassen.”) Bei anderen Kiweif- 
stoffen (z. B. Snongin) hatte ich jedoch merkwiirdigerweise 
weniger gefunden, als andere Autoren bei der Isolierung der 
unverinderten Aminosiure. 

Ich habe daher, um die Zuverlissigkeit meiner Methode 
erneut zu priifen, dieselbe auf ein Material angewandt, bei 
dem die genannte Aminosiure von anderer Seite, nimlich von 
E Fischer und R. Béhner’), sowie kiirzlich von H. D. Dakin*) 
nach besonderer Methode besonders sorgfiltig bestimmt worden 
war, nimlich auf das Glutin. Da ich bei der Austiihrung der 


1) Chem. Ber. Bd. 42, 8. 2962 (1909); Zs. Biol. Bd. 63, S. 470 (1914). 

2) Diese Zs. Bd. 33, 8. 169 (1901); Bd. 46, S. 28 (1905). Die von 
mir gefundene Zah] wurde von D. van Slyke inzwischen bestitigt, 
vgl. dazu Chem. Ber. Bd. 43, 8. 3170 (1910). 

5) Diese Zs. Bd. 65, S. 118 (1910). 

*) Jl. of Biol. Chem. 1920, 8. 499. 
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notwendigen Analysen mich einer Mikrowage bedienen konnte, 
war es méglich, mit einer beispiellos geringen Menge von Aus- 
gangsmaterial auszukommen, was bei dem hohen Preis der 
angewandten Reagenzien eine groBe Erleichterung bedeutete. 
Im iibrigen ging ich im allgemeinen den von mir zuletzt be- 
schriebenen Weg'), indem ich als Methylierungsmittel Di- 
methylsulfat in methylalkoholischer Lisung und zur Neutrali- 
sation der entstandenen Saure Kaliumhydroxyd (in 10°/,iger 
methylalkoholischer Lésung) verwandte. 

0,810 g Glutin (= 0,678 g wasser- und aschefreie Substanz) 
wurde in einem kleinen Kélbchen, welches mit angeschliffenem 
RiickfluBkiihler versehen war, mit 5 ccm Salzsiure vom spez. 
Gewicht 1,19 fiinf Stunden unter RiickfluB im Olbade gekocht 
und die Fliissigkeit dann auf dem Wasserbade zum dicken 
Sirup eingedampft. Der Riickstand wurde mit Methylalkohol 
aufgenommen und mit 10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 
schwach alkalisch gemacht, von einer schwarz gefirbten Masse 
sowie ausgeschiedenem KCl abfiltriert und das Filtrat mit 
methylalkoholischer Kalilauge stark alkalisch gemacht. Dann 
wurde der gréBte Teil des Methylalkohols im Vakumm bei 
niederer Temperatur abdestilliert, wodurch das Ammoniak sich 
leicht entfernen lieB. Die Fliissigkeit wurde sodann mit 
ca. 6 g Dimethylsulfat allmahlich versetzt und durch Zusatz 
von 10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge die alkalische 
Reaktion jeweils wieder hergestellt. Kine stiirkere Erwarmung 
des Reaktionsgemisches wurde durch Einstellung in kaltes 
Wasser verhindert. SchlieBlich wurde mit etwas konz. Salz- 
siure angesiuert, von den ausgeschiedenen Kalisalzen ab- 
gesaugt und der Methylalkohol auf dem Wasserbade abdestilliert. 
Der Riickstand wurde durch wiederholtes Aufnehmen mit ab- 
solutem Methylalkohol, Filtrieren und Abdestillieren des Alkohols 
und zuletzt durch Wiederholung dieser Prozedur mit HCl-haltigem 
absoluten Athylalkohol von den Kaliumsalzen befreit. SchlieB- 
lich wurde auf dem Wasserbade zum Sirup eingeengt, der 
Riickstand mit etwas Wasser aufgenommen, mit Salzsiure stark 
angesiuert und mit gesittigter waBriger HgCl,-Lésung versetzt. 


1) Zs. Biol. Bd. 63, S. 470 (1914). 
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Zunichst entsteht hierbei eine schmierige Fiallung, die 
sich beim Umriihren gut zusammenballt. Mit dem Zusatz von 
HgCl,-Lésung wurde fortgefahren, bis die Abscheidung dieser 
schmierigen Fallung beendet war. Darauf wurden noch einige 
Kubikzentimeter Quecksilberchloridlésung zugesetzt, gut durch- 
geschiittelt und alsbald filtriert bzw. dekantiert, der Nieder- 
schlag fliichtig mit kaltem Wasser gewaschen und das Filtrat 
mit tiberschiissiger HgCl,-Lisung versetzt, worauf nach kurzer 
Zeit die Abscheidung jenes krystallinischen Niederschlages be- 
ginnt, welcher die Pyrrolidin-g-Carbonsaure in der Form ihres 
Betains enthielt. 

Die Trennung von dem sich zuerst ausscheidenden schmie- 
rigen Niederschlag gelingt leicht, denn nach Beendigung der 
ersten Fallung tritt zunichst ein Moment ein, wo auf weiteren 
Zusatz von Quecksilberchloridlésung keinerlei Abscheidung 
mehr auftritt. Nach etwa 2tiagigem Stehen in der Kialte 
wurde abgesaugt und der Niederschlag mit kalt gesittigter 
HgCl,-Lésung gewaschen. Der Niederschlag wurde in der 
Hitze in verdiinnter Salzsiiure gelést und sofort durch Ein- 
leiten von H,S das Quecksilber entfernt. Das Filtrat vom 
Quecksilbersulfid wurde auf dem Wasserbade zur Trockne ab- 
gedampft. Die restierenden Chloride wogen 0,25 g. Sie wurden 
mit absolutem Athylalkohol aufgenommen und mit 20 °/,iger 
absolut-alkoholischer Platinchloridlésung ausgefallt. Nach 
24 stiindigem Stehen wurde abgesaugt, mit absolutem Alkohol 
gewaschen und getrocknet; der Niederschlag wog 0,22 g. Tat- 
siichlich war, wie sich dann herausstellte, ein groBer Teil der 
vorhandenen N-Methylhygrinsiure der Fallung entgangen und 
fand sich in deren Filtrat. 

Die Platinchloridfallung wurde in heiSem Wasser gelést 
und mit H,S das Platin entfernt. Das Filtrat vom Platin- 
sulfid wurde auf dem Wasserbade eingedampft und der Riick- 
stand mit 30°/,iger wiBriger Liésung von HAuCl, in zwei 
Portionen ausgefallt. 

Die erste Fraktion wog 0,1256 g und enthielt zuniichst 
42,39°/, Au. Es lieB sich daraus durch mehrmaliges Um- 
krystallisieren 0,0314 g Aurat der N-Methylhygrinsiure isolieren: 
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8,367 mg Substanz gaben 3,434 mg Au. 
Fiir C,H,,NO,-AuCl, Ber. 40,81°), Au. 
Gef. 41,04 
Die zweite Portion bestand dagegen nur aus dem Aurat der 
N-Methylhygrinsiure und wog 0,0754 g: 
12,130 mg Substanz gaben 4,957 mg Au. 
Fiir C,H,,NO,AuCl, Ber. 40,81 °/, Au. 
Gef. 40,87 
Aus dem Filtrat der Platinchloridfillung wurde der 
Alkohol abdestilliert, der Riickstand mit H,S vom Platin be- 
freit und die wie oben gewonnenen Chloride mit 30 °/,iger 
HAuCl,-Lésung in drei Fraktionen ausgefallt. Die erste 
Fraktion (Gewicht 0,1188 g) bestand aus reinem Aurat der 
N-Methylhygrinsaure: 
8,499 mg Substanz gaben 3,472 mg Au. 
Fiir C,H,,NO,AuCl, Ber. 40,81 °/, Au. 
Gef. 40,85 
Die zweite Fraktion wog 0,0235 g und lieferte einen er- 
heblich zu niedrigen Goldwert (40,02 °/,). Durch Umkrystalli- 
sieren lieB sich daraus noch 0,0138 g reines Aurat isolieren: 
6,584 mg Substanz gaben 2,680 mg Au. 
Fiir C,H,,NO,AuCl, Ber. 40,81 °/, Au. 
Gef. 40,71 
Die dritte Fraktion zeigte einen noch niedrigeren Gold- 
gehalt und blieb unberiicksichtigt. Die Schmelzpunkte der 
als rein angesprochenen Fraktionen stimmten iiberein und 
zwar lagen sie bei ca. 203° (unkorr.|. An analysenreinem Chlor- 
aurat der N-Methylhygrinsiiure wurden isoliert 0,2393 g, ent- 
sprechend einem Gehalt von 8,4°/, von Pyrrolidin-¢-Carbon- 
sdure auf wasser- und aschefreie Substanz berechnet. Tat- 
siichlich war jedoch erheblich mehr von dem zu bestimmenden 
Aurat auskrystallisiert (nimlich in den zunichst unreinen Frak- 
tionen) und hatte sich beim Umkrystallisieren derselben teil- 
Weise in die Mutterlaugen verloren. Wir kénnen unter der hin- 
langlich begriindeten Annahme, daB die erwihnten beiden un- 
remen Fraktionen der Hauptsache nach aus je zwei Kom- 
ponenten bestanden, den ungefihren Mindestbetrag der wirk- 
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lich vorhandenen N-Methylhygrinsiiure (und damit den Betrag 
des bei der Hydrolyse gebildeten Prolins) berechnen.  Fiir 
den gréBeren Anteil, nimlich die erste Fraktion des Gold- 
salzes aus dem Platinchloridniederschlag konnte die eine Kom- 
ponente annihernd rein isoliert werden (Au = 46,95°/,). Wir 
setzen also diesen, jedenfalls noch etwas zu niedrigen}) (also 
ungiinstigeren) Wert ein und finden aus 0,1256 g Aurat mit 
42,39 °/, Au 0,0933 des gesuchten Aurates (anstatt 0,0314 g’. 

Ebenso wollen wir fiir die zweite Fraktion des Filtrates 
der Platinchloridfillung fiir die zweite Komponente den 
niedrigsten daraus gefundenen Goldwert 39,67°/, einsetzen 
(wenn wir die ungiinstigste Art der Verunreinigung annehmen. 
die in Betracht kommen kann, namlich die durch das Betain 
des Oxyprolins, so wire in der Tat der giinstigere Wert von 
39,51°/, zu setzen), und finden so 0,0235 anstatt 0,0138 g. 
Also zusammen 0,3110 g Aurat der N-Methylhygrinsiure, ent- 
sprechend einem Gehalt an Prolin von 10,9°/,. Diese Zahl 
stimmt gut iiberein mit dem von Z. H. Skraup und A. v. Bieh- 
ler’) schiitzungsweise angenommenen Prozentgehalt der Ge- 
latine an Prolin (niimlich 10,4 °/,), sowie auch mit der héchsten 
von H. D. Dakin gefundenen Zahl (10,5°/,). Denn nicht der 
Durchschnitt, sondern die héchste gefundene Zahl kommt offen- 
bar dem wirklichen Gehalt am nichsten. Die von mir hier 
genannte Prozentzahl ist aber bestimmt noch zu niedrig, deni 
es wurde unberiicksichtigt gelassen die Léslichkeit des Gold- 
salzes bzw. die durch dessen Mutterlaugen bedingten Verluste, 
ferner auch die Léslichkeit des Quecksilberchloriddoppelsalzes. 
das aus einer verhiltnismiBig groBen Fliissigkeitsmenge 
(ca. 96 ccm) auskrystallisiert war. DaB es trotz der wohl bei- 
spiellos geringen Menge des verwandten Ausgangsmaterials 
moéglich war, auch die anderen leicht léslichen Aminosauren 
nachzuweisen, konnte ich feststellen, indem ich, wie friither 
beschrieben*), noch die beiden anderen Quecksilberchlorid- 





1) Es: handelt sich wahrscheinlich um das Aurat des Tetramethy!- 
ammoniums, welches seinerseits aus der Asparaginsiure stammen diirfte. 

2) Mon.-H. fiir Chemie 1909, S. 467. 

3) a. a. O. 
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fallungen herstellte, die auf Chloride verarbeitet, ohne weiteres 
ca. 0,2 kryst. Betainchlorid (entsprechend etwa der halben 
Menge Glykokoll) lieferten, das ich zur Analyse in das charak- 
teristische Chloraurat iiberfiihrte: 


10,569 mg Substanz gaben 4,561 mg Au. 
Fiir C,H,,.NO,AuCl, Ber. 438,14°/, Au. 
Gef. 43,16 


Nach dem gleichen Verfahren habe ich das Elastin unter- 
sucht und beziiglich seines Gehaltes an Prolin ein von den 
friiheren Untersuchern?) weit differierendes Resultat erhalten. 
Wie oben beschrieben, wurden hierbei 0,942 g Elastin mit 
0,8512 g Trockensubstanz — das Priparat war aschefrei — 
wie oben beschrieben, hydrolysiert und weiter verarbeitet. Der 
(juecksilberchloridniederschlag erwies sich hier als wesentlich 
einfacher zusammengesetzt. Der daraus wie oben gewonnene 
Platinchloridniederschlag enthielt nichts als N-Methylhygrinsiure 
und dessen Filtrat enthielt auferdem nur noch eine Substanz, 
deren Aurat sich rein isolieren lieB, und das Betain einer bisher 
noch unbekannten Aminosiure darstellt, die wahrscheinlich 
dem Leucin nahesteht, und der die Bruttoformel C,,H,,N,O, 
oder C,,H,,N,O,) zugeschrieben werden muB.”) 





1) Diese Zs. Bd. 41, S. 293 (1904). 

*) Ich fand dieses Betain bisher nur bei der Aufarbeitung des 
Elastins; untersucht habe ich daraufhin auBer den hier erwihnten Sub- 
stanzen noch Fibrin, Serumalbumin, Ovalbumin, sowie Seidenfibroin, 
unter Verwendung ganz der gleichen Methode. Gerade aus diesem Er- 
gebnis glaube ich mit Bestimmtheit schlieBen zu diirfen, daB es sich 
tatsichlich um das Betain einer noch unbekannten Aminosiure handelt, 
mit deren Ermittlung ich noch beschiiftigt bin. Ich lasse hier die 
Analysen folgen: 

10,845 mg Substanz gaben 4,133 mg Au. 


6,580 mg . » 2,491 mg Au. 

10,830 mg ‘j 8,689 mg CO, und 3,892 mg H,O. 
10,335 mg ‘ »  8,254mg CO, ,, 3,622 mg H,O. 
10,116 mg ” , 8,130mg CO, ,, 3,665 mg H,O und 


3,921 mg Au. 
Fiir C,,HyN,O,-2AuCl, Ber. 37,979, Au 21,96°/, C 3,88 °%/, H. 
Gef. 38,12 37,86  37,94°/) Au. 
21,88 21,80 21,92°%, C. 
4,02 3,92 4,05 °/, H. 
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Ich erhielt aus der Platinchloridfallung (wieder in zwei 
Portionen) 0,2632 g reines Aurat: 


11,947 mg Substanz gaben 4,877 mg Au. 
16,876 mg m (aus der Mutterlauge) gaben 6,859 ing Au. 
C,H,,NO,AuCl, Ber. 40,81 °/, Au. 
Gef. 40,82 
40,86 





Das Chloraurat bildet grobe, hellgelbe Krystalle, es beginnt bei 
128° zu sintern, bei 134° ist es klargeschmolzen und bei 211° zersetzt 
es sich. 

Dafiir, daB die Isolierung der Produkte der erschipfenden Methy- 
lierung tatsichlich als Leitstern dienen kann fiir die Ermittlung noch 
unbekannter EiweiSspaltprodukte, war mir ein Beweis die Tatsache, 
daB es mir gelang, in einem Handelspriiparat von Glutaminsiiure eine 
bedeutende Beimengung (ca. 50°/,) von Oxyglutaminsiure mittels dieses 
Verfahrens nachzuweisen zu einer Zeit, als diese Substanz als Eiweib- 
spaitungsprodukt noch nicht bekaunut war. Das betreffende Glutamin- 
siiurepriparat war nach einer brieflichen Mitteilung der Firma C. A. F. 
Kahlbaum aus Casein gewonnen. 

Das aus dem Ausgangsinaterial gewonnene Chlorid krystallisierte 
scheinbar einheitlich und lief sich nicht trennen, wihrend die Tetra- 
methylverbindungen in Form ihrer Chloraurate sich auBerordentlich 
leicht voneinander scheiden lassen. Das Ausgangsmaterial zeigte in 
salzsaurer Lésung anniihernd das Drehungsvermégen der Glutaminsiure, 
nimlich [a] = ca. 29° und, was noch mehr iiberraschen mufSte, auch 
annihernd die gleiche prozentische Zusammensetzung (C = 41,38", 
H = 6,33°/, anstatt C = 40,80°),, H = 6,17°,). Das 14Bt sich wohl 
am einfachsten erkliiren durch die Annahme, dab beide Substanzen 
unter Austritt von Wasser eine (ester- oder amidartige) Verbindung 
bilden. So wiire es auch einzusehen, wie es kommt, dab die Oxy- 
glutaminsdure, die nach H. D. Dakins Befund [{Jl. of Biol. Chem. Bd. 12, 
S. 290 (1918)] iiber 10°, des Caseins ausmacht, bisher iibersehen wurde. 
Wie ich schon friiher mitgeteilt habe [Diese Zs. Bd. 116, $8. 227 (1921)), 
nimmt die Oxyaminoglutarsiiure ebenso wie die Glutaminséure bei der 
erschépfenden Methylierung vier Methylgruppen auf. Von diesen haftet 
eine an der einen Carboxylgruppe mit der Festigkeit einer Methoxyl- 
gruppe. Die andere Carboxylgruppe lift sich mit alkoholischer Salz- 
siure leicht verestern und der Ester bildet, wie das entsprechende 
Glutaminsiurederivat ein schén krystallisierendes Platinat. Die aus 
dem fraglichen Handelspraparat gewonnene Tetramethylglutaminsiure 
erwies sich als optisch véllig inaktiv, wahrend ich nach dem gleichen 
Veriahren friiher optisch aktive Tetramethylglutaminsiure gewinnen 
konnte. (Das Aurat der optisch aktiven (r)-Tetramethylglutaminsiure 
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Das Filtrat der Platinchloridfaillung wurde ebenfalls durch 
Ausfallen mit 30°/, Goldchloridlésung in zwei Fraktionen zer- 
legt; die erste bestand aus dem Aurat des erwihnten neuen 
Betains, die zweite aus einem Gemisch desselben mit dem 
Aurat der N-Methylhygrinsiure. Dieses Gemisch mit 40,33°/, Au 
lieB sich nicht durch Umkrystallisieren trennen, wohl aber, als 
ich daraus die Chloride regenerierte, dieselben im Vakuum 
trocknete und nochmals mit 20°/,iger alkoholischer Platin- 
chloridlésung ausfiillte. Aus der Platinfiillung konnte ich 
noch 0,0189 voéllig reines Aurat der N-Methylhygrinsiure 
isolieren: 

9,800 mg Substanz gaben 4,003 mg Au. 

Fiir C,;H,,NO,AuCl, Ber. 40,81 °), Au. 
Gef. 40,85 

Da jedoch die Gesamtmenge des Aurates aus dem Filtrate 
der Platinfillung 0,174 g betragen hatte, und der Goldgehalt 
des neuen Betains 37,9°/, betrigt, so waren in Wirklichkeit 
im Filtrate noch vorhanden 0,1464, also im ganzen 0,4096 g 
Aurat, entsprechend einem Prozentgehalt von 11,5 °/, an Prolin; 
aus dem wirklich frei isolierten Goldsalz wiirden sich 7,9 °/, be- 
rechnen lassen. Die beiden charakteristischen Bestandteile des 


und dasjenige der inaktiven unterscheiden sich auch durch den Krystall- 
wassergehalt, ersteres enthilt 1 Mol Krystallwasser, letzteres ist krystall- 
wasserfrei). Das Chlorid der entsprechenden Verbindung der Oxyamino- 
elutarsiure drehte noch stark rechts [e@}p) = 19,9°. Diese Erscheinung 
erkliirt sich unschwer aus der Tatsache, daB die Oxyaminoglutarsiure 
zwei asymmetrische C-Atome enthilt. 

Ich lasse hier noch die Analysen folgen; 

0,0965 g Substanz gaben 0,0345 g Au. 

0,1344 g “. »  0,0473 g Au. 


0,1319 ¢ - » 90,0907 g CO,. 
C,H,,NO;-AuCl, Ber. 35,25°/, Au 19,32 %/, C. 
Gef. 35,23 18,76 
35,19 


fiir das Platinat des Athylesters 


0,1006 g Substanz gaben 0,0216 g Pt. 


0,0929 g " »  0,1001 g CO, und 0,0398 g H,0. 
Fir (C,,H.,NO;),PtCl, Ber. 21,58°/, Pt 29,209, C 4,90°, H. 
Gef. 21,47 29,39 4,79 
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138 R. Engeland, 


Bindegewebes enthalten also etwa gleich viel von diesem Spalt- 
produkt. 

Wahrend nun Abderhalden und Schittenhelm}) mit 
der Estermethode im Elastin nur 1,7°/, Prolin fanden, geben 
Abderhalden und Ebstein?) an in den Kihiuten von Hiihner- 
eiern 4°/, davon gefunden zu haben; ich fand dagegen mit 
meiner Methode in diesem Material erheblich weniger und 
zwar konnte ich aus 1 g Ausgangsmaterial in der geschilderten 
Weise 0,0460 g Aurat der N-Methylhygrinsiiure isolieren: 

14,699 mg Substanz gaben 6,022 mg Au. 

Fir C,H,,NO,AuCl, Ber. 40,81°/, Au. 
Gef. 40,97 
entsprechend einem Gehalt an Prolin von 1,1 °/,. 

Die Gesamtmenge der entsprechenden Fraktion wog 0,1461 g. 
Sie enthielt jedoch neben einem Bestandteil mit héherem Gold- 
gehalt — 43,9°/,; dieser Teil gab keine Pyrrolreaktion mehr 
beim Verbrennen — auch noch einen mit niedrigerem Gold- 
gehalt, den ich nicht hinreichend rein isolieren konnte, so dab 
es nicht méglich ist, wie bei den zwei vorigen Beispielen aus 
der gefundenen Menge und dem Goldgehalt der Fraktion 
einen SchluB auf die vorhandene Menge des zu bestimmenden 
Kérpers zu ziehen. Wenn wir jedoch den Bestandteil mit 
héherem Goldgehalt als alleinige Verunreinigung ansehen wiirden, 
so kénnten wir doch nur einen Gehalt von ca. 3 °/, errechnen; 
diese Zahl ist natiirlich zu hoch. Ich fiihrte nun mit der 
gleichen Menge desselben Materials dieselbe Untersuchung 
durch, setzte jedoch nach Beendigung der Hydrolyse 0,03 g 
reinen Prolins zu und verarbeitete dann genau wie in der 
Vergleichsprobe.*) Ich fand hier die zugesetzte Menge in guter 
Ausbeute wieder, und zwar erhielt ich aus der Platinfillung 
0,140 g reines Chloraurat der N-Methylhygrinsiure: 





1) Diese Zs. Bd. 41, S. 293 (1904). 

2) Diese Zs. Bd. 48, 8S. 530 (19086). 

5) Diese Methode des Zusatzes bestimmter Mengen einer gewissen 
Aminosiiure zu der Hydrolysenfliissigkeit vor deren Verarbeitung zur 
Bestimmung eben dieser Substanz scheint mir der einzig gangbare Weg, 
um zusammen mit der Vergleichsprobe die bei der Hydrolyse gebildete 
Menge mit Sicherheit zu bestimmen. 
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6,696 mg Substanz gaben 2,735 mg Au. 
Fir C,H,,NO,AuCl, Ber. 40,81 °/, Au. 
Gef. 40,84 


Aus dem Filtrat der Platinchloridfallung fielen noch 0,0398 g an: 

11,357 mg Substanz gaben 4,603 mg Au. 

Fiir C,H,,NO,-AuCl, Ber. 40,81°, Au, 
Gef. 40,89 

Es wurden also im ganzen isoliert 0,1798 des Chlor- 
aurates, entsprechend 4,3°/, Prolin. Ich habe also keinen 
Grund, an der Zuverlissigkeit meiner Methode zu zweifeln. 
Ob die auffillige Differenz durch die Verschiedenheit des 
hydrolysierenden Agens bedingt ist — Abderhalden und 
Ebstein verwandten verdiinnte Schwefelsiiure, wihrend ich 
konz. Salzsiure anwendete —, erscheint mir zweifelhaft. Ich 
will aber eine entsprechende Kontrolluntersuchung noch durch- 
fiihren und bei der niachsten Mitteilung iiber diesen Gegen- 
stand auch dariiber berichten. 

Ks lag sehr nahe, mit dieser Methode, die es erlaubt, 
den Nachweis von freien Aminosiuren bei ganz geringen 
Mengen der zu ermittelnden Substanzen durchzufiihren, auch 
auf andere Objekte anzuwenden, als auf das bei der Hydro- 
lyse von Kiweibkérpern auftretende Aminosiurengemenge, 
nimlich zB. zum Nachweis von Aminosiuren im Blut. 

An Stelle von Blut verwandte ich, einer Anregung von 
Herrn Prof. F. v. Miiller folgend, Ascitesfliissigkeit, welche 
in Fallen von reinem Stauungsascites frei von pathologischen 
Bestandteilen alle dialysablen Bestandteile des Blutes ent- 
halten mu8, bei erhéhtem Reststickstoff dieser Fliissigkeit 


sogar in erhéhter Konzentration. 
Die Ausbeute an Betainen war jedoch sehr _ bescheiden. 


Aus 61/, Liter Ascitesfliissigkeit — sie entstammte einem Falle 
von metaluetischer Lebercirrhose und war in der iblichen 
Weise ohne Blutbeimischung durch Punktion gewonnen — 
erhielt ich nach besonderer Methode?) nur zwei verschiedene 


*) Diese Untersuchung ist im Laboratorium der II. med. Klinik 
in Miinchen ausgefiihrt worden und es soll dariiber noch ausfiihrlicher 
in einer besonderen Mitteilung berichtet werden. 
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Betaine, niimlich das des Leucins in einer Ausbeute von 0,06 g 
des Chloraurates und ein anderes, das wohl als das des Lysins 
(Hexamethyllysin) angesprochen werden darf (0,025 g), auBer- 
dem nur noch einige Milligramme Tetramethylammoniumaurat, 
das wohl aus abgespaltenem Ammoniak (etwa aus Harnstoff) 
herstammen diirfte. Ferner konnte ich jedoch noch feststellen, 
da8 sich in weit gréBerer Menge als der der Aminosiuren 
héher molekulare, vorliufig nicht krystallinisch zu erhaltende 
Substanzen finden, die sich in verschiedene Fraktionen zer- 
legen lassen, die je nur einen Teil der bekannten Hiweib- 
reaktionen geben und demnach wohl als pepton- oder peptid- 
artige Kérper anzusprechen sind. Dieser Befund deckt sich 
mit dem von Kutscher und Seemann}?), welche derartige 
Substanzen aus der Darmwand wihrend der Eiweibverdauung 
extrahieren konnten. Mit Riicksicht auf die Anwesenheit der- 
artiger (zweifellos dialysabler) Substanzen ist die von J. J. Abel 
und seinen Mitarbeitern bei ihren klassischen Untersuchungen 
tiber die dialysablen Substanzen des Blutes zum Nachweis 
der freien Aminosiuren angewandte Estermethode nicht ganz 
einwandfrei.”) Denn durch die Berithrung mit der starken 
alkoholischen Salzsiure kénnte wohl schon in der Kilte eine 
Abspaltung von Aminosiuren entstehen, woraus sich eventuell 
auch die Abweichung von meinem Resultat erkliren lieBe. 


1) Diese Zs. Bd. 35, 8. 433 (1902), 
*) Abel, Rowntree a. Turner, Jl. of Pharmakology and experi- 
mental Therapentics, Vol. V. (1914). 








: 
i 
; 








FS 4 
Be 
es 
S B 


Beitrag zur Kenntnis der Bestandteile des Safrans. 
1. Abhandlung. 
Uber das Pikrocrocein. 
Von 


KE. Winterstein und J. Teleezky. 


Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgen. Techn. Hochschule in Zirich. 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Mirz 1922.) 


Der Safran, die Narben vom Crocus sativus, welcher als 
Excitans, Emmenagogum, Abortivum und auch als Aphro- 
disiacum schon von alters her in Gebrauch steht und viel 
als Gewiirz gebraucht wird, ist ein recht interessantes Objekt 
fiir pflanzenchemische Forschungen, da wir tiber die Bestand- 
teile dieses leicht in gréBerer Menge zu beschaffenden Bliiten- 
erganes noch recht wenig wissen. Sagt doch z. B. Tschirch 
in seinem ,,Handbuch der Pharmakognosie“ auf 8. 1452: ,,Der 
Farbstoff, Polychroit, beziehungsweise Crocin ist noch nicht 
in reinem Zustand hergestellt worden.“ Es ist sogar be- 
hauptet worden, der Farbstoff sei ein Cholesterinester.!) Es 
ist auffallend, daB man iiber diesen Farbstoff noch so wenig 
weiB, wihrend wir durch die schénen Arbeiten von Will- 
stitter?) iiber eine ganze Reihe von Pflanzenfarbstoffen, die 
viel schwerer zu beschaffen sind, genau orientiert sind. An- 
gaben iiber pharmakologische Wirkung der einzelnen Bestand- 
teile des Safrans liegen unseres Wissens nicht vor. Auch fiir 
den Nahrungsmittelchemiker bietet der Safran ein beachtens- 
wertes Objekt, da zuweilen ganz unglaubliche Falschungen 


1) A. Hilger, Chem. Zbl. Bd. 71. S. 576 (1900). 
*) Liebig, Ann. der Chem. Bd, 412. S. 113 (1917). 
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desselben vorkommen. Die Anzahl der Fialschungen zihlt 
nach Legionen.') Wir wollen hier nur ein Beispiel anfihren: 
eine Probe von Safran, bezeichnet mit ,,Novita brevettata premiata 
con diploma dell gran Premio all Esposizione di Parigi 1900“ 
mit schwachem Safrangeruch bestand zum allergré8ten Teil 
aus Naphtholorange.’) 

Die vorliegende Arbeit wurde vor zehn Jahren begonnen, 
muBte aber leider aus verschiedenen Griinden unterbrochen 
werden. Die Verhiltnisse gestatten uns nun, auf diesem Ge- 
biete weiter zu arbeiten und wir beabsichtigen, demnichst 
eine eingehende Mitteilung iiber die quantitative Zusammen- 
setzung verschiedener Safransorten, sowie iiber einige aus 
dieser Droge dargestellte Verbindungen (der Fette, der Kohle- 
hydrate, des roten Farbstoffes und des Pikrocrocins) zu ver- 
offentlichen. 

Im folgenden teilen wir zuniichst die Ergebnisse unserer 
Untersuchung iiber den einen charakteristischen Bestandteil, 
das Pikrocrocin, mit, das wir zuerst in analysenreinem und 
krystallisiertem Zustand erhalten haben. Das Material, Safran 
Aquila, wurde uns seinerzeit von der Firma C. Erba in Mailand 
in garantiert unverfilschtem und frischem Zustand geliefert. 
Letzterem Umstand ist es wohl zuzuschreiben, daB wir das 
Pikrocrocin in reiner und _ krystallisierter Form darstellen 
konnten. 

Das Pikrocrocin. 


Uber ein aus dem itherischen Extrakt von Safran zu ge- 
winnendes Glucosid berichtet zuerst Kayser’), dem wir eine be- 
achtenswerte Untersuchung iiber den Safran verdanken. Er erhielt 
durch Extraktion der Droge mit Ather eine wohl zum Teil 
krystallinische Verbindung, die er durch Auflésen in Ather zu 
reinigen versuchte, und bekam eine farblose Substanz, die in 
Alkohol und Wasser ldslich, in Chloroform schwer léslich und in 
Ather sehr schwer lislich war. Als Schmelzpunkt gibt er 75° an. 





1) Tschireh, Handbuch der Pharmakognosie 8. 1463. 

*) Schweiz. Wochenschrift fiir Chemie und Pharmazie, Bd. 40, 
S. 210 (1902). 

8) Chem. Ber. Bd. 17, Bd. 2228 (1884). 
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Uber das Pikroerocin. 143 


Die Elementaranalyse ergab: 57,17 °/, C, 8,50 °/, H, 
34,33 °/, O. Er nannte die Verbindung Pikrocrocin, Safran- 
jitter. 

Andere Forscher, wie Kastner’), Pfyl und Scheitz?) 
Schunck und Marchlewski*) haben das Pikrocrocin als 
solches nicht in reinem Zustand isolieren kinnen. Sie be- 
gniigten sich mit der Feststellung, daB, aus mit verschiedenen 
Lésungsmitteln erhaltenen Safranextrakten, durch Saurehydro- 
lyse Glucosen entstehen. 

Wir stellten das Glucosid in folgender Weise dar: Kin 
Kilo Safran Aquila wurde, nach kurzem Trocknen bei 50° und 
nach mehrtigigem Aufbewahren in groBen Exsiccatoren tiber 
Chlorealcium, gemahlen und im Percolator mit Ather extrahiert, 
wodureh der allergréBte Teil des Fettes in Lésung gebracht 
wurde. Darauf wurde im Thérnerschen Extraktionsapparat 
mehrere Tage bei 35° mit absolutem Ather extrahiert. Schon 
am zweiten Tage hatte sich im Atherbehiilter eine hellgelbe, 
zum Teil klebrige Masse ausgeschieden, in welcher Krystalle 
eingeschlossen waren. Nach beendeter Extraktion wurde der 
cesammelte Extrakt nach Entfernen des Athers wiederholt mit 
kleinen Quantitaten eines Gemisches von gleichen Teilen Al- 
kohol und Ather gut durchgeknetet, wobei ein Teil des Sirups 
in Liésung ging. Der Riickstand wurde in wenig Wasser ge- 
lést, vom Unldslichen abfiltriert, bei niederer Temperatur bis 
zur Sirupkonsistenz eingedunstet, und in einem Exsiccator tiber 
Chlorcalcium aufbewahrt. Nach einigen Tagen erstarrte die 
Masse zu einem hellgelben Brei, welcher von makroskopisch 
sichtbaren Krystallen durchsetzt war. Die Mutterlauge wurde 
nun auf einer besonders konstruierten Nutsche mit Aufsatz 
unter Zufubr von CO, abgenutscht, mit wenig verdiinntem 
Alkohol ausgewaschen und der Riickstand nochmals aus Wasser 
umkrystallisiert: Es resultierten schlieBlich nahezu farblose, 


1) Zs. fiir Zuckerindustrie in Béhmen, Bd. 26, 8.538 (1902); Chem. 
Zbl. 1902, II, S. 383. 

*) Zs. f. Untersuchung vy. Nahrungs- und GenuBmitteln, Bd. 16, 
S. 387 (1902). 

3) Liebig, Ann. d. Chem. Bd. 278 8S. 357 (1894). 
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mehrere Millimeter lange Krystalle vom Schmelzpunkt 154°. 
Die Reinigung des Rohproduktes kann auch in folgender Weise 
vorgenommen werden: Das Pikrocrocin ist schwer léslich in 
Chloroform, leicht léslich in Alkohol, besonders in der Wiarme, 
durch Zusatz von Alkohol zum Chloroform kann man die Lis- 
lichkeit in letzterem stark erhéhen. Wir iibergossen das Roh- 
produkt mit etwa der zehnfachen Menge Chloroform, erwirmten 
auf dem Wasserbad zum Sieden und setzten tropfenweise ab- 
soluten Alkohol hinzu, bis alles in Lisung gegangen war. Die 
auf Zimmertemperatur gebrachte Lisung wurde mit Ather ver- 
setzt, bis eine bleibende Triibung auftrat. Nach einiger Zeit 
krystallisierte das Pikrocrocin in 3 mm langen harten, nur 
ganz schwach gefarbten Krystallen aus, welche ebenso wie 
die aus Wasser erhaltenen, bei 154—155° schmolzen. Aus 
einem Kilo Safran wurden 386g Pikrocrocin erhalten. Das 
von Kayser dargestellte Pikrocrocin schmolz bei 75° Das 
Pikrocrocin bildet schéne, deutlich ausgebildete Krystalle des 
monoklinen Systems. Die Krystalle sind stark lichtbrechend, 
sie sind leicht léslich in Wasser und Alkohol, schwer in Chloro- 
form, sehr schwer in Ather, nahezu unléslich in Petrolither 
und Benzol. Das Pikrocrocin schmeckt intensiv bitter. 

Beim Aufkochen der Lisung mit verdiinnten Siuren oder 
Laugen tritt ein intensiver Safrangeruch auf, die klare Lésung 
triibt sich durch ausgeschiedene Tropfen eines iitherischen Oles 
schwach milchig. Athert man dieses Gemisch aus und ver- 
dunstet den Ather, so hinterbleiben farblose Trépfchen, die 
den Safrangeruch besitzen. Die ausgeitherte Lésung reduziert 
Fehlingsche Lésung; sie ist optisch-aktiv. 

Das Pikrocrocin gibt mit Bleiessig auch in der Hitze keine 
Fallung. Das Glucosid ist optisch-aktiv. Zur Bestimmung 
des optischen Drehungsvermégens wurden 1 g Pikrocrocin in 
15 ccm destilliertem Wasser gelést und die Drehung im 20 cm- 
Rohr mittels des Soleil-Ventzkeschen Apparates beobachtet. 
Die Ablesung ergab — 19,5 Skalenteile, daraus berechnete 
sich nach der Formel: 
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(n = die Ablesung an der Skala, 34,6 die Konstante des 
Apparates, p = Gehalt der Lésung in Gramm pro 100 ccm.) 
die spezifische Drehung [@], des Pikrocrocins zu — 50,3°. 

Beider Elementaranalyse wurden folgende Resultate erhalten: 

1. 0,1907 g Substanz gaben 0,1299 g H,O und 0,3958 g CO,, ent- 

sprechend 7,62 °/, H und 56,61 °/, C. 


2. 0,1573 g Substanz gaben 0,1077 g H,O und 0,3266 g CO,, ent- 
sprechend 7,65°/, H und 56,63 °/, C, 


Im Mittel ergeben sich demnach folgende Zahlen: 
56,62°/, © 7,639), H 35,75 %/, O 


Die Spaltung des Pikrocrocins durch Kochen mit Schwefel- 
siure auf dem Wasserbade verliuft sehr langsam. Nach 
8 stiindigem Erhitzen der Lisung wurde das iitherische Ol] 
durch Ausiithern entfernt, das Filtrat entwickelte jedoch bei 
weiterem Erwirmen wieder den Safrangeruch und triibte sich 
abermals von entstandenem iitherischem Ol. Um also einer- 
seits die Reaktion quantitativ zu gestalten und anderseits die 
Reaktionsprodukte — welche durch die lange Einwirkung der 
Siure hitten leiden kénnen — médglichst rasch dieser Ein- 
wirkung zu entziehen, muBte das iitherische Ol sofort nach 
seiner Bildung entfernt werden, was am besten durch Destil- 
lation mit Wasserdampf bewerkstelligt werden konnte. 

Die waBrige Lisung des Glucosides, welche 1°/, Schwefel- 
siure enthielt, wurde in einem Rundkolben, der mit einem 
Liebigschen Kithler verbunden war, zum Sieden erhitzt und 
cleichzeitig Wasserdampf eingeblasen. Das iitherische Ol wird 
sogleich nach seiner Bildung aus dem Reaktionsgemisch ent- 
fernt und die ganze Zersetzung ist in etwa einer Stunde be- 
endet. Nach Ablauf dieser Zeit ist das Destillat vollkommen 
geruchlos und es geht kein iitherisches Ol mehr iiber. Die 
im Destillierkolben zuriickbleibende Loésung ist fast farblos 
und reduziert nach dem Neutralisieren mit Bariumhydroxyd 
Fehlingsche Lésung stark. 

Bei der Spaltung mehrerer Pikrocrocinpriparate wurde im 
Mittel 54°/, Glukose, berechnet auf d-Glucose, gefunden. Die 
Zuckerbestimmung geschah nach Allihn. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX., 10 
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Das atherische 01 aus Pikrocrocin. 


Von allen bis jetzt bekannten Bestandteilen des Safrans 
wurde in der Literatur dem iitherischen Ol am wenigsten Be- 
achtung geschenkt und auch in den wenigen dariiber vorhan- 
denen Literaturangaben finden sich die gréBten Widerspriiche. 
Zu der Zeit, als Quadrat, Weiss, Kayser usw. iiber den 
Safran arbeiteten, waren die Chemie und die Untersuchungs- 
methoden der atherischen Ole noch sehr wenig entwickelt, in 
der neueren Zeit aber, wo wir ausgezeichnete, speziell auch 
physikalisch-chemische Methoden zur Untersuchung und Charakte- 
risierung der einzelnen Bestandteile der itherischen Ole haben, 
wandten die Forscher, die iiber Safran arbeiteten, ihr Inter- 
esse in erster Linie dem Zucker uud dem Farbstoff des 
Safrans zu. 

Quadrat?) gewann den Safranfarbstoff Crocin, indem er 
den mit Ather unvollstindig extrahierten Safran mit Wasser 
auskochte und das Crocin mit Bleiessig fallte. Der daraus 
mit Schwefelwasserstoff freigemachte Farbstoff gab bei der 
Destillation mit Alkali einen fliichtigen, neutralen Kérper von 
eigentiimlichem Geruch, welcher bald verharzte. Da diese 
gleiche Beobachtung von keinem weiteren Forscher gemacht 
worden ist, so ist das Auftreten dieses Ols wohl darauf zuriick- 
zufiihren, daB der Safran nicht geniigend mit Ather extrahiert 
worden war und dem Farbstoff Pikrocrocin beigemischt war. 

Eine Angabe iiber das Safranél stammt von Weiss.”) Er 
erhielt den Safranfarbstoff durch Extraktion des Safrans mit 
Wasser und Fallen des Extraktes mit Alkohol und Ather als 
,honigartigen Kérper“ und beobachtete, daB dieser sich durch 
Einwirkung von verdiinnten Siuren in den sekundiren Farb- 
stoff Crocetin, in Zucker und aromatisches Ol spaltet. Das 
aromatische Ol war leicht beweglich, gelb, besaB Safrangeruch, 
siedete bei 208—210° und zersetzte sich bei lingerer Beriih- 
rung mit Wasser, indem es saure Reaktion annahm und fest 
wurde. Kalilauge bewirkte Verharzung, Silbernitrat wurde 





1) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 56, S. 68 (1851). 
®) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 101, S. 65 (1867). 
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reduziert, an der Luft trat langsam Oxydation ein. Die Ele- 
mentaranalyse ergab die Zahlen: 

80,4 °%/, C 9,5°/, H, 
woraus Weib die Formel C,,H,,0, ableitete. Weiss nahm 
an, daB das Ol ein Spaltungsprodukt des Safranfarbstoffes 
Crocin sei und stellte fiir die Spaltung folgende, recht will- 
kiirliche Gleichung auf: 


1 Crocin = 2 Crocetin + 1 iith. Ol + 1 Zucker — 1 Wasser. 


Die Gleichung ist nur durch die Elementaranalyse des ver- 
meintlich reinen Farbstoffes begriindet, dabei wurde die Formel 
fiir den Farbstoff zu C,,H,,O,, gefunden. Da aber dieser 
Forscher das Pikrocrocin, welches nach unseren Versuchen 
bei der Spaltung ein Keton gibt, nicht vollstindig durch Ather 
entfernt hatte, so ist es wahrscheinlich, daB dieses Ol dem 
Pikrocrocin wenigstens zum Teil entstammt. (Siehe weiter 
unten die Arbeit von Decker.) 

Kayser?) erhielt das Safranél durch Destillation des 
Safrans mit Wasser, wobei er, wegen der von ihm beobach- 
teten Luftempfindlichkeit des Oles, im CO,-Strom arbeitete. 
Die Elementaranalyse ergab fiir das Ol die Formel Cie 
Er hielt dasselbe fiir einen Terpenkohlenwasserstoif. Das 
Ol soll aus der Luft leicht Sauerstoff aufnehmen, sich dabei 
verdicken und eine braune Farbe annehmen. 

Schiiler?) stellte das Safranél ebenfalls durch Destillation 
des Safrans mit Wasserdampf dar, wobei er fand, da8 ein 
Zusatz von Schwefelsiiure zum Wasser die Ausbeute an Ol 
erhéhte. Der Zusatz von Saéure bewirkte eben die Spaltung 
des Pikrocrocins, welches in dem Safran ja in verhiltnismibig 
groBen Mengen vorkommt, was von Schiller wohl auch iber- 
sehen worden ist, obwohl sich in der schon 6fters erwihnten 
Arbeit Kaysers, Vorschriften zur Darstellung desselben finden. 
Schiller erhielt 3,62°/, Safranédl von schwach gelber Farbe 
und dem spez. Gew. 0,8947 bei 10°. Das Ol war optisch in- 
aktiv und reagierte sauer. Bei der Fraktionierung ging die 





1) Chem. Ber. Bd. 17, S. 2228 (1884). 
*) Dissertation Erlangen, S. 48 (1899). 
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Hauptmenge des Oles bei 209° iiber, wobei teilweise Zersetzung 
eintrat. Durch einige Reaktionen glaubt Schiller in den ver- 
einigten Fraktionen Cineol und Pinen nachgewiesen zu haben. 
Diese Angabe konnten wir zwar nicht direkt priifen, da uns 
hierzu viel zu wenig Material zur Verfiigung stand, immerhin 
glauben wir die Richtigkeit dieser Angaben auf Grund unserer 
Untersuchungen bezweifeln zu kénnen. Die Griinde hierzu 
seien schon an dieser Stelle kurz angegeben. Es ist durch 
unsere Experimente sicher nachgewiesen, daB das itherische 
Safranél als Bestandteil des Glykosids Pikrocrocin im Safran 
vorkommt, die geringen Mengen itherischen Oles, welche im 
Safran frei vorhanden sind, entstehen wohl durch eine Spaltung 
des Glykosids durch ein Enzym, da es sich sowohl in bezug 
auf Aussehen, Farbe, Geruch, als auch in bezug auf den 
Siedepunkt dem durch Spaltung des Glykosids gewonnenen Ol 
ihnlich verhalt. Durch die vorliegende Arbeit wird nun im 
Safrané] die Gegenwart eines Kérpers von der Formel C,,H,,0 
unzweideutig nachgewiesen, wollte man demnach auch den An- 
gaben von Schiiler Rechnung tragen, so miiBte man in dem 
Safran6l mindestens drei verschiedene Kérper annehmen. Hs ist 
jedoch von vornherein unwahrscheinlich, daB ein Glykosid von so 
groBem Krystallisationsvermégen, welches noch dazu bei der ver- 
haltnisméBig niedrigen Temperatur von 156° unzersetzt schmilzt, 
eine so komplizierte Zusammensetzung haben soll. Vollkommen 
entkriiftet werden aber auch die Angaben von Schiiler iiber 
das Vorkommen von Pinen und Cineol im Safrané] durch die 
Tatsache, daB sich unser Ol in ein einheitliches Semicarbazon 
iiberfiihren lieB, aus welchem es quantitativ regeneriert werden 
konnte. Die nihere Besprechung dieser Beziehungen soll weiter 
unten, im Anschlu8 an die entsprechenden Experimente erfolgen. 

Das atherische Safranédl wurde von uns durch Spaltung 
von Pikrocrocin in folgender Weise gewonnen. 

Kine 5—-10°/,ige, wibrige Lésung des Glykosids wurde mit 
1 °/, Schwefelsiure versetzt und im Wasserdampfstrom destil- 
liert. In Ubereinstimmung mit den Angaben von S chiiler (a. a. 0.) 
wurde gefunden, daB das Ol nicht merklich luftempfindlich 
ist, ein Arbeiten im Kohlensiurestrom war nicht unbedingt 
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erforderlich.') Das Einblasen von Wasserdampf wurde so lange 
fortgesetzt, bis in dem Destillat durch Verreiben einiger Tropfen 
zwischen den Hiinden kein itherisches Ol durch den Geruch 
nachgewiesen werden konnte, was gewoéhnlich in 1/,—1 Stunde 
der Fall war. Das Destillat wurde durch die feinen Oltropfen 
trib, nach einiger Zeit sammelten sich diese Tropfen auf der 
Oberfliche der wiBrigen Flissigkeit zu einer hellgelb gefirbten, 
diinnen, dligen Schicht. Die Angabe von Quadrat (a. a. 0O.), daB 
sich das Ol nach einiger Zeit in eine weiBliche Masse ver- 
wandeln und im Wasser untersinken soll, konnte nicht be- 
stiitigt werden. Da sich das Ol nicht vollkommen von dem 
wiBrigen Destillat trennte und auch die Menge des Oles im 
Verhaltnis zur Gesamtfliissigkeit sehr klein war, wurde das 
Ol durch Ausiithern des Destillates gewonnen. Es léste sich 
mit gréBter Leichtigkeit in Ather. Die abgetrennte iitherische 
Lésung wurde nun mit ausgegliihtem Natriumsulfat getrocknet 
und dann in einem kleinen Kolben auf dem Wasserbade von 
Ather befreit, wobei ein kleiner Fraktionieraufsatz verwendet 
wurde, um Verluste méglichst zu vermeiden. Die letzten Reste 
des Athers wurden durch Uberleiten von trockener Kohlen- 
siiure entfernt, man muB jedoch hierbei recht vorsichtig sein, 
da die Kohlensiure ziemlich viel Ol mitnehmen kann. Das 
so gewonnene Rohprodukt hatte ein Gewicht von 45—50°/, 
des angewandten Pikrocrocins. Leider machen es die unver- 
meidlichen Verluste, welche bei der Wasserdampfdestillation, 
bei dem Ausithern und speziell bei dem Trocknen und Ab- 
destillieren entstehen, unmdglich, eine genaue quantitative Be- 
stimmung des bei der Spaltung frei werdenden Oles durch- 
zufihren. Zwei Versuche, welche mit gréBter Genauigkeit 
ausgefiihrt wurden, seien hier angefihrt. 

I. 12,26 g Pikrocrocin gaben 6,12 g Ol, entsprechend 49,8 %,. 

If. 2,21 ¢g - » RE » - 46,2 °/,. 

Das Rohdl hatte eine hellgelbe Farbe, war leicht fliissig, 
besaB einen sehr intensiven und ‘anhaftenden, bei langerer 
EKinwirkung die Augen zu Trinen reizenden, starken Safran- 
geruch und reagierte gegen Lackmus deutlich sauer. Bei der 





1) Wurde aber bei einem Versuche ausgefiihrt. 
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fraktionierten Destillation siedete die Hauptmenge nach einem 
unbedeutendem Vorlauf zwischen 185—205°, bei héherer Tem- 
peratur trat unter Braunfarbung und AusstoBen brauner Dampfe 
Zersetzung ein. Das Destillat war bedeutend heller gefirbt 
als das Rohdl. 

Das spezifische Gewicht wurde unter Anwendung einer 
kleinen Ostwaldschen Pipette zu 0,9785 bei 17° bestimmt. 
Ks ist optisch inaktiv. (a), = 0°, in 10°/,iger alkoholischer 
Lésung im 20 cm-Rohr. 

Zur Orientierung iiber die Bestandteile, sowie zur Reini- 
gung des Oles wurde dasselbe nach der von Semmler!?) vor- 
geschlagenen Methode behandelt. In Anbetracht der kleinen 
Menge des Materials, das uns zur Verfiigung stand, wurde von 
einer nochmaligen Fraktionierung Abstand genommen, um Ver- 
luste méglichst zu vermeiden. Das Rohél reagierte, wie schon 
erwihnt, deutlich sauer. Behufs Entfernung der vorhandenen 
Saiure wurde seine itherische Lisung mit Soda geschiittelt. 
Die wiBrige Fliissigkeit farbte sich bei dieser Operation 
schwach gelb, sie wurde nach dem Abtrennen von der ithe- 
rischen Schicht mit -verdiinnter Schwefelsiure angesiiuert, 
wobei eine schwache Triibung auftrat, und hierauf ausgeithert. 
Nach dem Trocknen der so erhaltenen atherischen Lésung mit 
gegliihtem Natriumsulfat und Verdunsten des Athers auf dem 
Wasserbade verblieb ein Tropfen einer stark sauer reagieren- 
den Fliissigkeit. Die Menge dieser Saéure war zu klein, um 
weiter untersucht werden zu kénnen. Sie hatte sich offenbar 
durch Oxydation des Oles an der Luft wihrend der Dar- 
stellung gebildet. Dies ist jedoch alles, was wir von der durch 
Q@uadrat und Kayser angegebenen schon erwahnten Luft- 
empfindlichkeit des Safranéles beobachten konnten. 

Nach der so erfolgten Abscheidung der Saiuren aus dem 
Ol wurde die itherische Lisung desselben, zwecks Abscheidung 
etwa vorhandener Phenole, mit verdiinnter Natronlauge ge- 
schiittelt. In der abgetrennten wiBrigen Fliissigkeit war jedoch 
keine Spur von einem organischen Kérper nachweisbar, ein 





1) Die atherischen Ole, Bd, 1, S. 214. 
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Phenol war also als Bestandteil des Safranéles nicht vorhanden. 
Die itherische Lisung des Oles wurde nun wieder mit ge- 
glihtem Natriumsulfat getrocknet, der Ather hierauf auf dem 
Wasserbade verdunstet. Das so gereinigte Ol unterschied 
sich diuBerlich gar nicht von dem Rohl, zeigte jedoch einen 
reinen aromatischen Geruch. Insgesamt waren 13,5 g ge- 
reinigtes Ol erhalten worden. 

Von den in iitherischen Olen miéglichen Bestandteilen 
waren nun noch Aldehyde, Ketone, Alkohole, Kohlenwasser- 
stoffe und Oxyde zu beriicksichtigen; Ester, welche in Athe- 
rischen Olen ebenfalls vorkommen kénnen, konnten in diesem 
Falle wohl nicht zugegen sein, da ja die Darstellung des Oles 
durch lange andauerndes Kochen mit Siure erfolgt war und 
die etwa vorhanden gewesenen Ester hierbei verseift worden 
wiren. Zur Abscheidung der Aldehyde und Ketone aus einem 
Gemisch hat man zwei Wege. Erstens kann man das Ol mit 
Bisulfit unter Zusatz von Alkohol schiitteln, wobei man die 
krystallinischen Doppelverbindungen der Aldehyde, eventuell 
auch einzelner Methylketone und cyclischer Ketone erhilt, 
die zuriickbleibenden Ketone trennt man dann von den iibrigen 
vorhandenen Verbindungen mittels Semicarbazid. Zweitens 
kann man das Semicarbazid direkt verwenden und das durch 
Regeneration aus den Semicarbazonen gewonnene Gemisch 
von Aldehyden und Ketonen mit Bisulfit wie in dem ersten 
Falle behandeln. 

In unserem Falle war es nun wahrscheinlich, daB nur 
eine der genannten Verbindungen zugegen war, und da die 
Semicarbazone bestindiger und leichter umkrystallisierbar sind 
als die Bisulfitverbindungen und auBerdem sich durch den 
Schmelzpunkt leicht charakterisieren und identifizieren lassen, 
wurde der Weg iiber die Semicarbazone genommen. 

5 g Ol wurden mit einer wiiBrigen Lisung von 5 g Semi- 
carbazidchlorhydrat und 6,2 g (einem Molekiil) Natriumacetat 
vermischt und so viel Alkohol zugegeben, bis eine klare 
Lésung entstand. Schon nach einigen Minuten begann die 
Ausscheidung eines weiBen krystallinischen Kérpers und nach 
24 Stunden langem Stehen war die Lésung zu einem dicken 
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Krystallbrei erstarrt. Dieser Brei wurde abgenutscht, mit 
50 °/,igem Alkohol gewaschen und dann auf Tonteller gepreBt. 
Die etwas gelbstichig gefirbten, aus feinen kleinen Nadeln 
bestehenden Krystalle zeigten einen Schmelzpunkt von 160°, 
welcher durch einmalige Umkrystallisation aus Methylalkohol 
auf 162—163° erhéht wurde. Weiteres Umkrystallisieren 
finderte den Schmelzpunkt nicht mehr, das Semicarbazon konnte 
daher als rein angesehen werden und gleichzeitig war damit 
der Beweis erbracht, daB im Ol nur eine Verbindung enthalten 
war, welche eine Carbonylgruppe besitzt. 

Aus den 5g Ol wurden auf diese Weise 6,5 g Semi- 
carbazon erhalten. Zur Regeneration des Oles aus dem Semi- 
carbazon wurden die 6,5 g des letzteren in einem Rundkolben 
mit etwas verdiinnter Schwefelsiure auf dem Wasserbade er- 
wiirmt, bis die Krystalle verschwunden waren und das so 
regenerierte Ol mit Wasserdampf abgeblasen. Diese Methode 
erwies sich jedoch als féuBerst unzweckmaéBig und fihrte zu 
einem sehr schwerwiegenden Materialverlust. Aus dem Destillat 
konnte niimlich durch Ausiithern nur noch 1 g des Oles wieder- 
gewonnen werden, wiihrend in dem Destillierkolben eine be- 
deutende Menge Harz verblieb, welches sich durch Zersetzung 
des Semicarbazons gebildet hatte. 

Es wurden nun weitere 8g Ol auf Semicarbazon wie 
oben angegeben verarbeitet und aus diesem 10 g Semicarbazon 
gewonnen. 8g des letzteren, entsprechend ca. 6,4g Ol wurden 
nun nach der Methode von Tiemann und Schmidt?) mit 
Phthalsiiureanhydrid zersetzt. Die Zersetzung wurde in der 
Weise vorgenommen, daf das Semicarbazon mit der gleichen 
Menge Phthalsiureanhydrid und mit etwas Wasser zu einem 
diinnfliissigen Teig verrieben und dieser dann der Wasser- 
dampfdestillation unterworfen wurde. Nach etwa einer Stunde 
ging kein iitherisches Ol mehr in das Destillat und die vorher 
triibe Fliissigkeit in dem Destillationskolben war vollkommen 
klar geworden. Das Destillat wurde nun ausgeithert, der 
Ather mit gegliithtem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und 


1) Chem, Ber. Bd. 33, 8. 3721 (1900). 
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abgedunstet. Der Riickstand wurde behufs vollstiindiger Be- 
freiung vom Ather wihrend zwei Stunden im Vakuum auf 40° 
erwirmt. Das so wieder erhaltene Ol wog nun 5,5 g, es 
wurden also 86°/,, somit fast die Gesamtmenge des zur Semi- 
carbazondarstellung angewandten Oles wiedergewonnen, womit 
der Beweis erbracht war, daB der Kérper, welcher das Semi- 
carbazon lieferte, den alleinigen Bestandteil des Safrandéles 
darstellte. Kine weitere Untersuchung auf Alkohole, Kohlen- 
wasserstoffe, Oxyde und Lactone erschien daher iiberfliissig. 
Die Bestimmung der physikalischen Konstanten ergab 
folgende Resultate: 
Spezifisches Gewicht D = 0,9847 bei 17°. 
Diese Bestimmung wurde mittels einer kleinen Ostwald- 
schen Pipette ausgefiihrt, welche ungefaihr 1 ccm faBte. 
[c], = 0. (Eine 10°/,ige alkoholische Lisung des Oles 
zeigte in dem 20 cm-Rohr des Soleil-Ventzkeschen Polari- 
meters keine Drehung der Schwingungsebene des polarisierten 
Lichtes.) 
Der Brechungsindex x = 1,5259, bestimmt in dem Abbe- 
schen Refraktometer bei 17°. 
Die Elementaranalyse ergab: 
I. 0,2006 g Ol gaben 0,5614 g Kohlensiure und 0,1567 g Wasser, 
entsprechend 76,33 °/, C und 8,79°/, H. 
II. 0,1937 g Ol gaben 0,5430 g Kohlensaéure und 0,1532 g Wasser, 
entsprechend 76,45 °/, C und 8,85 °/, H. 
Aus diesen Analysen ergeben sich folgende Mittelzahlen: 
76,89 °/, C, 
8,82 °/, H, 
daraus 14,79°/, O, 


Aus diesen Zahlen berechnet sich die Formel C,,H,,,0, ,, 
das Ol war also noch immer nicht analysenrein. Die weitere 
Reinigung konnte nun durch fraktionierte Destillation erzielt 
werden. Das Ol wurde in einem eigens zu diesem Zweck 
bergestellten, kleinen Claisenschen Kolben in einem kleinen 
Olbad zum Sieden gebracht. Bei einem Druck yon 14 mm 
Quecksilber gingen bei 75° einige ‘Tropfen Vorlauf iiber, 


worauf die Hauptmenge des Oles, bei 93° konstant siedend, 
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tiberging, etwas braunen, teerigen Riickstand hinterlassend. 
Das Ol war nun etwas heller gefirbt, hatte aber sonst das 
gleiche Aussehen wie vor der Destillation. Der vollkommen 
konstante Siedepunkt lieferte den Beweis, da das gereinigte 
Ol eine einheitliche Verbindung war. 

Die Elementaranalyse fiihrte nun zu einem positiven 
Resultat. 


I, 0,1871 g Ol gaben 0,5419 g Kohlensiiure und 0,1541 g Wasser, 
entsprechend 78,99 °/, C und 9,21°/, H. 

II. 0,1739 g Ol gaben 0,5046 g Kohlensiiure und 0,1444 g Wasser, 
entsprechend 79,13 °/, C und 9,25°/9 H. 


Die Mittelwerte sind also: 
Berechnet fiir C,,H,,O 


79,06 °/, C 79,92°/, © 
9,25 °/, H 9,41°/, H 
daraus 11,69°, O 10,05 °/, O 


Aus diesen Zahlen berechnet sich die Formel C,,H,, ,0, ,, 
also mit guter Ubereinstimmung C,,H,,0. 

Zur Kontrolle dieses Resultates wurde das aus dem Rohdél 
erhaltende und durch Umkrystallisation aus Methylalkohol ge- 
reinigte Semicarbazon vom Schmelzpunkt 163° der Elementar- 
analyse unterworfen. Das Semicarbazon einer Verbindung von 
der Formel C,,H,,O mu8 die Formel C,,H,,N,O haben, also 
63,77 °/, C und 8,21°/, H enthalten. Die Analysenresultate 
sind folgende: 

I, 0,1744 g Substanz gaben 0,4064 g Kohlensiure und 0,1276 g 

Wasser, entsprechend 63,55 °/, C und 8,18 °/, H. 
II. 0,1541 g Substanz gaben 0,3598 g Kohlensiiure und 0,1146 g 
Wasser, entsprechend 63,68 °/, C und 8,32 °/, H. 

Im Mittel wurden also in guter Ubereinstimmung mit den 

oben angegebenen theoretischen Werten folgende Zahlen er- 


halten: 
63,61 °/, C 
8,25°/, H. 


Die Ausbeute an Semicarbazon bei seiner Darstellung 
aus dem itherischen Ol stimmt ebenfalls mit der Formel 
C,,H,,0 fiir das Ol iiberein. Da nimlich 1 Molekiil des Oles 
C,,H,,0 (150) ein Molekiil des Semicarbazons C,,H,,N,O (207) 
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liefert, so muB man aus 5g Ol 6,9 g Semicarbazon erhalten, 
wahrend in Wirklichkeit 6,5 g erhalten worden waren, ebenso 
im zweiten Falle 10 g Semicarbazon aus 8 g Ol, statt den 
zu erwartenden 11 g. 

Die Formel des iitherischen Oles war nunmehr als C,,H,,0 
sicher festgestellt. 

Die physikalischen Konstanten des vollkommen gereinigten 
Oles wurden nun nochmals bestimmt und dabei die folgenden 


Zahlen erhalten: 
Dichte bei 17° = 0,985 
(@)p = 0° 
(n)p = 1,5240 
die Dispersion np — ng = 0,02283 


Ks eriibrigt nun noch die Bestimmung der Kérperklasse 
und der Konstitution. Da das Ol ein Semicarbazon lieferte, 
so war festgestellt, daB es nur ein Aldehyd oder ein Keton 
sein konnte, ein Gemisch beider erschien ausgeschlossen, da 
das Ol einerseits einen vollkommen konstanten Siedepunkt hatte 
und andererseits das Semicarbazon sich als eine einheitliche 
Verbindung erwies. Zur Entscheidung zwischen Aldehyd und 
Keton wurden folgende Reaktionen ausgefiihrt. 

1. Einige Tropfen des Oles wurden auf einem Uhrglase 
lingere Zeit an der Luft stehengelassen. Unter diesen Um- 
stiinden gehen Aldehyde gewéhnlich unter Krystallisation in 
die entsprechende Siure iiber. Das Safranél blieb jedoch an 
der Luft tagelang unverindert. 

2. Ammoniakalische Silberlésung wurde mit einigen Tropfen 
des Oles durchgeschiittelt und stehengelassen. Es trat keine 
Reduktion zu Silber ein. 

3. Kinige Tropfen des Oles verhielten sich gegen Fehling- 
sche Lésung indifferent. 

4. Die Reaktion mit Diazobenzolsulfosiure nach K. Fischer 
und Penzoldt}) verlief negativ. 0,1 g Diazobenzolsulfosiure 
wurde in 6 ccm Wasser unter Zugabe von etwas Natronlauge 
gelést, dann einige Tropfen des Oles und ein Kérnchen Natrium- 





1) Chem. Ber. Bd. 16, S. 657 (1883). 
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amalgam zugegeben. Nach 20 Minuten ist die Farbung der 
Fliissigkeit gelbrot, ohne den geringsten Stich ins Blaue. 

5. Die Reaktion mit Fuchsin-Schwefligsiure verlief eben- 
falls negativ. 

Das Reagens wurde nach der Vorschrift von Guyon}) 
hergestellt. 20 ccm Natriumbisulfitlisung von 80 Bé wurden 
in 1 Liter einer 3/,, °/,igen Fuchsinlésung gegossen und nach 
einer Stunde, als die Entfairbung nahezu vollendet war, 10 ccm 
konzentrierter Salzsiure zugefiigt. Die Lésung wurde einige 
Tage stehengelassen. Zur Ausfiihrung der Reaktion wurden 
wenige Tropfen des Oles mit etwa 1—2 ccm Reagens in einem 
verschlossenen Reagenzglas geschiittelt. Es trat auch nach 
lingerer Zeit keine Rotfirbung der Lésung ein. 

Die negativen Ergebnisse dieser fiinf Aldehydreaktionen 
machen es hichstwahrscheinlich, daB das itherische Ol aus 
dem Pikrocrocin ein Keton von der Formel C,,H,,0 ist. Zu 
diesen Beweisen tritt noch die Erfahrungstatsache, da die 
Ketone die verbreitetsten Bestandteile der atherischen Ole sind. 

Kin Keton von den angegebenen physikalischen Eigen- 
schaften, vor allem mit dem durchdringenden Safrangeruch ist, 
bis jetzt noch nicht bekannt gewesen, es handelt sich also um 
eine neue Verbindung. Obwohl die Hoffnung auf eine voll- 
stiindige Bestimmung der Konstitution in Anbetracht der 
kleinen noch iibrigen Menge des Oles (2,8 g) von vornherein 
ausgeschlossen erschien, so konnten dennoch durch Analogie- 
schliisse und in erster Linie aus den physikalischen Konstanten 
einige Anhaltspunkte gewonnen werden, welche in der Folge 
besprochen werden sollen. 

Zur Orientierung iiber die Konstitution des Oles erschien 
es in erster Linie notwendig, die Zahl der in dem Molekiil 
vorhandenen Doppelbindungen festzustellen, da aus dieser Be- 
stimmung in Verbindung mit den schon bekannten Daten iiber 
die physikalischen Konstanten schon einige Schliisse gezogen 
werden kénnten und diese Bestimmung auch ohne Opferung 
von Material auszufithren war. Die Anzahl der Doppel- 


1) CG. R. Bd. 105, S. 1182 (1887). 
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bindungen kann man bei bekanntem spezitischem Gewicht (d), 
Brechungsindex (z) und Molekulargewicht (1/7) aus der Mole- 
kularrefraktion ableiten, welche nach der von Lorenz und 
Lorentz’) aufgestellten Formel: 


berechnet werden kann. Andererseits liBt sich die Molekular- 
refraktion durch Addition der auf empirischem Wege be- 
stimmten ,Atomrefraktionen“ erhalten. Hierbei ist fiir jede 
Doppelbindung ein ,,Inkrement“ von 1,7 zu addieren, man 
kann also aus der Differenz der auf den beiden verschiedenen 
Wegen ermittelten Molekularrefraktionen die Anzahl der Doppel- 
bindungen berechnen. Fiir ein Keton der cyclisch hydrierten 
Reihe, z. B. Carvon, berechnet sich die Molekularrefraktion 
wie folgt: 


Ci + - » «+ « - + 26,01 (Atomrefraktion-2,501) 
Hy, has 14,71 ( é 1,051) 
O zweiwertig an C . . . 2,29 
2 Doppelbindungen . . . 3,40 
Inkrement fiir C=O . . . 0,09 


Summe 45,48 

Fiir den Fall aber, daB das Keton olefinisch wire, also 
drei Doppelbindungen enthalten wiirde, kame dann zu diesem 
Wert noch das Inkrement 1,7 dazu, die Molekularrefraktion 
sollte also in diesem Falle 47,18 betragen. 

Die Berechnung der Molekularrefraktion fiir das Safranél 
nach der oben angegebenen Formel von Lorenz und Lorentz 
ergibt nach dem Einsetzen der Werte nv = 1,5240, M= 150 
und d= 0,985 den Wert: & = 46,58. Fir ein olefinisches 
Keton: ist die gefundene Molekularrefraktion zu niedrig, fiir 
ein cyclisch hydriertes jedoch zu hoch, und zwar iiberschreitet 
die Abweichung die zuverlissige Fehlergrenze von 0,5 nach 
beiden Seiten hin. Eine eindeutige SchluBfolgerung auf die 
Zahl der im Molekiil vorhandenen Doppelbindungen ist nicht 
gut moglich. 





1) Chem. Ber, Bd, 15, S, 1081 (1882); Bd. 19, S. 2761 (1886). 








+ 

3 y ee are he Se Te Lh oe ae oe ee — 
? eR PT. Pee ee Ou phen mee Te yrige  yientee ey. Pessoal 
Ne eb a ae ae ae ti bn silon og gy ah Pebabedteptaesh my 


Se 





158 E. Winterstein und J. Teleczky, 


Ahnliche Abweichungen der Molekularrefraktion von der 
Formel von Lorenz und Lorentz kommen nun bei Bestand- 
teilen iitherischer Ole verhiltnismiBig oft vor, speziell bei 
Ketonen der cyclisch hydrierten Reihe, so beim Carvenon, 
Menthenon, Carvotanaceton, Isothujon und Verbenon und zwar 
fallt die Molekularrefraktion ausnahmslos zu hoch aus. Alle 
diese Verbindungen besitzen benachbart zu der Ketogruppe 
eine doppelte Bindung und zeigen eine sehr hohe Dispersion. 
Das starke Lichtzerstreuungsvermégen lift die fiir schwach 
dispergierende Substanzen aufgestellte Formel von Lorenz 
und Lorentz als nicht vollkommen scharf genug erscheinen, 
ausnuhmslos ergeben die gefundenen Molekularrefraktionen 
einen hédheren Wert als die berechneten, so da demnach, 
wenn der Unterschied ein sehr grofer ist, nicht mehr ent- 
schieden werden kann, ob z. B. eine doppelte Bindung mehr 
oder weniger vorhanden ist.}) 

Das Carvenon*) C,,H,,O von der nachstehenden Kon- 
stitutionsformel zeigt folgende physikalische Konstanten: D,, = 
0,9263, n, = 1,4837, M.-R. = 46,89. 

CH, 


wihrend sich fiir ein Keton C,,H,,O mit einer Doppelbindung 
der Wert 45,82 berechnet. 

Beziiglich der Molekularrefraktion steht das Carvenon auf 
gleicher Stufe mit anderen «, P ungesittigten Ketonen, die 
sich alle durch eine zu hohe Molekularrefraktion auszeichnen. 
Ebenso zeigt das Isothujon*) von der Formel C,,H,,0 eine 





1) Semmler, Die iitherischen Ole, I, S. 76. 

®) Briihl, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 211, S. 128 (1882). 

3) Wallach, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 286, 8S. 101 (1895); 
Chem. Ber. Bd. 26, S. 1958 (1893). 
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abnormale Molekularrefraktion, da aus den _physikalischen 
Konstanten D,, = 0,927, n, = 1,48217 der Wert 46,76 resul- 
tiert, wabrend er blo 45,82 betragen sollte: 


CH, 
| 


C 
ol Ye=0 
CH, 
CH, CH 


bn 


Pain 
CH, CH; 

Wie aus diesen einzelnen Beispielen und aus dem weiter 
oben Gesagten ersichtlich ist, kommen Anomalien in der Mole- 
kularrefraktion bei cyclisch-hydrierten Ketonen oft vor, wir 
kénnen also in unserem Falle gerade aus dem Versagen der 
Formel mit groBer Wahrscheinlichkeit auf ein cyclisch-hydriertes 
Keton schlieBen, welches zwei Doppelbindungen besitzt, also 
zu den monocyclischen Terpenderivaten gehért, und in welchem 
zur Ketongruppe benachbart eine Doppelbindung steht. Es 
sollen deshalb in der Folge weitere Gesichtspunkte besprochen 
werden, welche bei der Beurteilung der Konstitution unseres 
itherischen Oles von Wichtigkeit sein kénnen. 

Kin Keton der Formel C,,H,,O der aliphatischen Reihe, 
also mit drei Doppelbindungen, miBte erfahrungsgemiiB einen 
weit niedrigeren Siedepunkt und ein viel niedrigeres spezi- 
fisches Gewicht haben als unser Produkt. Bestandteile athe- 
rischer Ole, welche ein spezifisches Gewicht von iiber 0,895 auf- 
weisen, gehéren schon mit gré8ter Wahrscheinlichkeit zu cyclischen 
Verbindungen, wiahrend unser Ol die Dichte 0,985 besitzt. Dem- 
nach ist es also als sicher anzunehmen, daB das Safran6l nicht 
aliphatisch ungesittigter Natur ist. Zu dieser Tatsache tritt noch 
hinzu, daB® die cyclisch hydrierten Ketone in der Natur auBerst 
verbreitet sind, wogegen die Zahl derjenigen Bestandteile athe- 
rischer Ole, welche keine Ringketone sind, stark zuriicktritt. 

Es bleiben nun noch die cyclisch hydrierten Reihen, also 
die Terpenkérper im weitesten Sinne des Wortes zu_beriick- 
sichtigen. Diese kénnen nun entweder monocyclisch oder 
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polycyclisch sein, je nachdem sie als Derivate des Cymols nur 
einen Ring enthalten oder durch Briickenbildung innerhalb 
dieses Ringes ein Mehrringsystem aufweisen. In der mono- 
cyclisch hydrierten Reihe ist bis jetzt nur ein Keton von der 
Formel C,,H,,O bekannt und ausreichend charakterisiert, das 
Carvon, welches in dem Kiimmelél enthalten ist und auch 
auBerdem in der Natur eine weite Verbreitung hat. Seine 
Konstitution ist als 4°—§-p-Menthadiénon (2) festgestellt, seine 
physikalischen Konstanten sind die folgenden: Siedepunkt 230°, 
D,, = 0,9645, n, = 1,49952, [a], = 59°: 


CH, 


‘| 
* 
HCH >C=0 
H,C& , 9CH, 
CH 
| 


C 
A™ 


CH, CH, 

Die Nichtidentitit des Safranéles mit dem Carvon geht, 
abgeseben von dem charakteristischen Kiimmelgeruch des 
letzteren, aus den obigen Angaben iiber die physikalischen 
Konstanten hervor. Der groBe Unterschied in dem Volumen- 
gewicht und in dem Brechungsvermégen wiirde hier gegen 
eine chemische Verwandtschaft mit dem Carvon sprechen, 
wihrend der zufillig vollkommen iibereinstimmende Schmelz- 
punkt des Semicarbazons, sowie die fiir Verbindungen mit 
Carvontypus charakteristische Schwefelwasserstoff- Verbindung fiir 
eine solche sprechen. Uber die letztere sei folgendes bemerkt, 
Das Carvon und allgemein Ketone der cyclisch hydrierten Reihe, 
bei welchen die Ketogruppe in dem Kern steht und benachbart 
zu derselben eine Doppelbildung sich befindet, sind nimlich 
in der Lage, mit Schwefelwasserstoff krystallisierte Doppel- 
verbindungen zu geben. Diese Verbindung des Carvons schmilzt 
bei 224—225°, doch ist der Schmelzpunkt nicht mit geniigender 
Sicherheit: bestimmt, da auch noch andere Modifikationen von 
tieferem Schmelzpunkt — bis 187° — auftreten kénnen., 
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Nach der Vorschrift, welche Wallach} fiir die Darstellung 
der Schwefelwasserstoffverbindung des Carvons gegeben hat, 
wurde auch die Darstellung der analogen Verbindungen des 
Safranéles versucht. : 

2g Ol wurden mit etwas Alkohol gemischt und unter 
Kiskiihlung mit Schwefelwasserstoffgas gesittigt. Hierauf wurde 
gekiihlter und mit Ammoniakgas gesittigter Alkohol zugegeben, 
bis die Fliissigkeit stark nach Ammoniak roch, und nun weiter 
Schwefelwasserstoff eingeleitet. Nachdem hierbei keine Aus- 
scheidung eintrat, wurde die Lésung verschlossen, tiber Nacht 
im KHisschrank stehengelassen, wobei dann eine reichliche 
Krystallisation einer weiBen, schwach gelbstichigen, klein- 
krystallinischen Verbindung auftrat. Der Schmelzpunkt war 
unscharf, die Verbindung sinterte bei 65° und war bei 80° 
unter Zersetzung vollkommen geschmolzen. Der Geruch dieser 
Verbindung war duferst eigentiimlich, unangenehm, auffallend 
an Katzenurin erinnernd. Eine Elementaranalyse dieser Ver- 
bindung wurde nicht ausgefiihrt, da eine Reinigung derselben 
nicht gut méglich war, sie zersetzte sich schon beim mifigen 
Erwirmen der Lisungen. Uberdies ist die Zusammensetzung 
derartiger Doppelverbindungen der Ketone stets eine wechselnde. 

Andere Ketone von der Formel C,,H,,O sind in der mono- 
cyclisch hydrierten Reihe bis jetzt noch nicht bekannt geworden, 
der Theorie nach wire jedoch eine ganze Anzahl vorauszusehen. 

1. p-Cymolderivate mit der Ketogruppe in derselben Stellung 
wie beim Carvon, jedoch mit geinderter Lage der Doppelbindung. 

2. Monocyclische Ketone C,,H,,O vom Menthontypus. Ver- 
treter dieser Kérperklasse sind bis jetzt noch nicht bekannt. 
Ebenso unbekannt sind bis jetzt: 

3. Derivate des m-Cymols von der Formel C,,H,,0, so 
daB es in bezug auf die drei letztgenannten Konstitutions- 
moglichkeiten an Vergleichsmaterial fehlt. 

Von den Ketonen der Formel C,,H,,O mit polycyclischem 
Typus ist bis jetzt nur eines bekannt, das bicyclische Verbenon 
aus Verbena triphylla L.*); jedoch ist die Bruttoformel dieser 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 305, 8. 224 (1899). 
2) Kerschbaum, Chem. Ber. Bd. 33, 8. 885 (1900). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 11 


PARROT ORNATE CRANE: CETL toms ee 





A ARRON el aT ~- — pepe NRDAN EAT 


= 
Ste hy 


verees 


BN es 0 Ayre Saoeinpe epenn cma 
x Pas Ree Ee, aligadel Serene 














162 E. Winterstein und J. Teleczky, 


Verbindung nicht ganz sicher festgestellt, so daB die Méglich- 
keit vorliegt, daB dieselbe auf C,,H,,O zu korrigieren ist. Die 
Forme] fiir Verbenon ware fiir C,,H,,0: Siedepunkt 104° bei 
16 mm, D,, = 0,974, n,, = 1,4995, (a), = 66°: 
CH 
0 i i 
HC\ (CH, 





HO ea 


bn, 
Interessant ist bei dieser Verbindung die abnormale Mole- 
kularrefraktion 45,72. Fir C,,H,,O mit einer Doppelbindung 
wiirde sich berechnen 43,72, mit zwei Doppelbindungen 45,42 
und mit dreien 47,13. 

Ein weiteres Keton mit wahrscheinlich bicyclischem Typus 
ist das Umbellulon?) aus Umbellularia californica, itiber dessen 
Konstitution jedoch nichts Naheres bekannt wurde. Die physi- 
kalischen Konstanten sind die folgenden: Siedepunkt 219 bis 
220°, D,,: 0,958, [a] = 37°. 

In Anbetracht des hohen spezifischen Gewichtes und der 
Anomalie der Molekularrefraktion wire es nicht ausgeschlossen, 
daB unser Safranél eine bicyclische Konstitution hatte. 

Genau dieselbe Molekularrefraktion wie das Safranél zeigt 
auch ein in der Natur noch nicht vorgefundenes, aus Carvon 
jedoch leicht zugingliches Keton C,,H,,O das Eucarvon, 
welchem die folgende Konstitutionsformel zukommt?): Siede- 
punkt bei 12mm 85—87° D,, = 0,949. n, = 1,5092. 





1) Power und Lees, Proc. Chem. Soc. Bd. 20, 8. 88 (1904). 
2) Wallach, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 339, S. 104 (1905). 
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Die Molekularrefraktion des Eucarvons berechnet sich aus 
obigen Angaben zu 46,72, die Anomalie ist also hier fast 
ebensogroB wie bei dem Safranél, was jedenfalls mit dem 
Siebnerring in Zusammenhang steht. Ole ahnlicher Konstitution 
sind in der Natur noch nicht aufgefunden worden und bei der 
Vorliebe der Natur fiir den Sechsring auch nicht sehr wahr- 
scheinlich. 

Wenn es auch unmodglich ist, bei cyclischen ungesittigten 
Ketonen aus den Werten der molekularen Refraktion einen 
tieferen Kinblick in die Konstitution solcher Verbindungen zu 
erlangen und man nach den neueren Angaben K. v. Auwers') 
vorsichtig mit Schliissen aus dem spektrochemischen Verhalten 
sein muB, so darf doch vorliufig so viel behauptet werden, 
daB die aus dem Pikrocrocin durch Spaltung mit Sauren er- 
haltene Verbindung C,,H,,O ein zu den Terpen gehérendes 
Keton ist. 

Nachdem wir uns nun gréSere Mengen des Glucosides 
hergestellt haben, hoffen wir einen Beitrag zur Konstitution 
dieses Ketons und des Pikrocrocins bringen zu kénnen. 

Ks sei aber mit besonderem Nachdruck bemerkt, daB wir 
nur aus den frischen Narben von Safran Aquila das Pikro- 
crocin in krystallinischem Zustand vom Schmelzpunkt 154° 
erhalten konnten. 

Bei Untersuchung von 4 Sorten spanischem, 1 Orleans- 
safran, 3 Sorten italienischem und einen Safran unbekannter 
Herkunft wurde das Pikrocrocin nur als dicker Sirup erhalten. 


Die Glucosen des Pikrocrocins. 


Friihere Autoren geben an, daB das Pikrocrocin bei der 
Spaltung d-Glucose liefere, da aber fiir die verschiedenen 
Untersuchungen kein reines Ausgangsmaterial verwendet wurde 
und der Nachweis nur mit Hilfe des Osazons erfolgte, gestatten 
diese Angaben keine sicheren Schluffolgerungen. 

Wir beniitzten zum Nachweis der Zucker die bei der 
Wasserdampfdestillation des Pikrocrocins mit Schwefelsiiure 





1) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 410, 8. 287 (1915). | 
i" 
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verbleibenden wiBrigen Lisungen, welche in allen Fallen gelb 
gefarbt waren. 

Beispiel: 5,8161 g Glucosid in 100 ccm 1 °/,iger Schwefel- 
siure wurde unter Einleiten von Wasserdampf und CO, eine 
Stunde lang gekocht. Im Destillationskolben hatte sich eine 
dunkelbraune Masse ausgeschieden. Diese wurde in Alkohol 
gelést und mit etwas Tierkohle behandelt. Es resultierten 
weiBe, seidengliinzende, verfilzte Nadeln, die in starken Siuren 
und Alkalien unléslich, in Alkohol und Ather leicht léslich 
waren. Die Nadeln begannen bei 250° zu schmelzen. Weitere 
Versuche konnten wegen Materialmangel mit diesen Krystallen 
nicht angestellt werden. 

Die von dieser Substanz getrennte wiBrige Lisung wurde 
nun genau mit Bariumhydroxyd neutralisiert, vom Barium- 
sulfat abfiltriert und das Filtrat vorsichtig bis zur Sirupkon- 
sistenz eingedickt. Der Sirup wurde mit Alkohol ausgekocht, 
wobei ein Riickstand verblieb. Die alkoholische Lésung wurde 
der Verdunstung iiberlassen, es gelang aber nicht, eine krystalli- 
sierte Glucose abzuscheiden. Die im Exsiccator nach langem 
Stehen erhirtete Masse wurde nun in bekannter Weise unter- 
sucht. Mannose und Pentosen konnten nicht nachgewiesen 
werden. Hingegen fielen die Seliwanoffsche und die Reaktion 
von Pinoff?) auf Fructose positivaus. DasOsazonschmolz bei205°. 

Mit Methylphenylhydrazin wurden nach Neuberg?) ein 
bei 128° schmelzendes Hydrazon und ferner ein bei 150° 
schmelzendes Osazon erhalten. Dieser Schmelzpunkt weicht 
nicht weit von demjenigen des Methylphenylosazones des Fruchit- 
zuckers ab. 

Kine Lésung des Glucosegemisches, welches in 100 ccm 
4,5g Glucosen (nach Allihn ermittelt) enthielt, zeigte eine 
Drehung von + 7,5°,. Daraus wiirde sich 81,7°/, d-Glucose 
und 18,3°/, d-Fructose berechnen; also ungefahr 4 Molekiile 
d-Glucose auf 1 Molekil d-Fructose.*) Da der Safran auch 


') Chem. Ber. Bd. 38, 8S. 3317 (1905). 

*) Chem. Ber. Bd. 35, S. 965 (1902). 

8) Dariiber und iiber andere Versuche zur Trennung der Zucker 
wird mein Mitarbeiter A. W. niiher berichten. 
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Uber das Pikrocrocin. 165 


Rohrzucker enthalt, wollen wir aus diesen Beobachtungen vor- 
liufig noch keine Schliisse ziehen, um so mehr, als bei der Oxy- 
dation einer kleinen Menge des Zuckersirupes kein reines 
zuckersaures Silber erhalten werden konnte. Schleimsiaure 
entstand nicht, also fehlt Galaktose. 

Wir besitzen zur Identifizierung der Kohlehydrate heute 
so vorziigliche Methoden, welche in dem neulich erschienenen 
Buch von A. W. van der Haar?) in kritisch iibersichtlicher 
Weise zusammengestellt sind, so da’ wir unter Anwendung 
von aus Chloroform umkrystallisiertem Pikrocrocin die Frage 
der Kohlehydrate wohl binnen kurzem endgiiltig werden lésen 
kénnen. 

Dem Pikrocrocin sollte, wenn es nur aus Hexosen und 
dem Keton bestinde, die Formel C,,H,,0, zukommen. Die 
auf 8. 145 angegebenen Zahlen stimmen nicht gut mit dieser 
Forme! iiberein. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Durch Extraktion von frischem, unverfalschtem Safran mit 
reinem Ather laBt sich ein Glucosid, das Pikrocrocin oder 
Safranbitter darstellen, welches nach geeigneter Reinigung in 
mehrere Millimeter langen stark glinzenden Krystallen er- 
halten werden kann. Das Pikrocrocin schmilzt bei 154—155°. 

Dieses Glucosid liefert bei der Hydrolyse ein zur Terpen- 
reihe gehérendes Keton von der Formel C,,H,,0.7) Dieses 
Keton, ein farbloses Ol, besitzt den charakteristischen Safran- 
geruch. Es siedet bei 14mm bei 98° Es scheint, daB beim 
Aufbewahren des Safrans das Pikrocrocin in geringer Menge, 


') Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Bestimmung der 
reinen und aus Glucosiden usw. erhaltenen Monosaccharide und Aldehyd- 
siuren. Gebr. Borntriger, Berlin 1920. 

®) Wenn die fiir das Crocetin, die gefiirbte Komponente des gluco- 
sidischen roten Safranfarbstoffes, angegebene Formel C,,H,,O, richtig 
ist, so kénnte man eventuell eine Beziehung in der chemischen Konsti- 
tution beider Verbindungen erwarten. Bis jetzt haben wir aus dem 
Crocetin Oxalsiiure und eine farblose Verbindung durch Abbau erhalten. 
Nach Versuchen von A. W. 
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